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Kapitel 1 Einfiihrung

1.1 Das Adenokarzinom des Magens

Das Adenokarzinom des Magens ist eine multifakliobedingte Tumorerkrankung. Fur
seine Entstehung ist die Infektion mit dem, von ¢HO als Klasse 1 Karzinogen
eingestuften, Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) ein entscheidender
Risikofaktof® % 2% Djeser kann in Zusammenhang mit anderen Risikofek, wie dem
soziobkonomischen Status, der Lebensweise und dsam@mensetzung der Nahrung,
gesetzt werden Weitere Risiken fiir die Entstehung des Magenkarns stellen die
Infektion mit dem Epstein-Barr Vird%, die chronische Gastrif€, die intestinale
Metaplasi& und der Zustand nach Magenteilreseliibdar.

Zu den genetischen Faktoren, die in Verbindung dein Magenkarzinom stehen,
gehoren die Blutgruppe *A Keimbahnmutationen im CDH1 E-Cadherin-&8n die
hereditare Nonpolyposis CHit, die familidre adenomatdse PolypdSisund das Peutz-
Jeghers-Syndrotf?.

1.1.1Epidemiologie

Das Magenkarzinom stellt die zweithaufigste Ursadiie einen tumorbedingten Tod
weltweit dar, obwohl es nur auf dem vierten Platz @eltweit jahrlich neu auftretenden
Tumorerkrankungen lielft. Zweidrittel der Falle kommen in den Entwicklurigsiiern
vor, 42% allein in China. Die héchsten Inzidenznatieden sich in Japan (72 Féalle pro
100.000 Einwohner pro Jahr), Osteuropa und der Amdgon von Mittel- und
Sudamerik&* ' In den Industriestaaten, wie Nordamerika oder tétgspa, lasst sich
ein Ruckgang der Inzidenzen der nicht im Bereich Hardia liegenden Tumoren
beobachten. Die Tumore der Kardia zeigen meisploigische Ahnlichkeiten zu Tumoren
des unteren Oesophagts Hinweise auf einen bestehenden Zusammenhangt ligife
Beobachtung, dass die Inzidenzrate dieser Tumorespreechend der Inzidenz der distalen
Oesophaguskarzinome angestiegen”.isBei den Kardiakarzinomen wird von einer
eigenen Tumorentitat ausgegangen, die in dieseeiAKeine weitere Beachtung finden
soll.

Die Zahl der in Deutschland jahrlich auftretendeneubrkrankungen des

Adenokarzinoms des Magens lag im Jahr 2004 beDD1Hbkrankungen bei Mannern und
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7.780 Erkrankungen bei Frauen (das entspricht eiDemthschnitt von 13 Fallen pro
100.000 Einwohne?§. Die Inzidenz des Magenkarzinoms hat in Deutschkinen Anteil

an allen Krebsneuerkrankungen von 4,8 bzw. 3,8dmto£s liegt damit an 5. bzw. 7.
Stelle der Tumorerkrankungen. Das mittlere Erkragisalter liegt bei etwa 70 bzw. bei 75
Jahren. Insgesamt ist ein Ruckgang der Neuerkrgygkurin Deutschland seit Uber
30 Jahren zu beobachten. Zugleich bleibt die kusrtelirelative 5-Jahresiberlebensrate,
im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen, fir Méinwie fir Frauen konstant schlecht
(35% bzw. 31%}.

1.1.2Pathologie

Das Adenokarzinom ist die haufigste Tumorentita Magen®. Es hat einen Anteil von
90% an allen hier vorkommenden Neoplasien. Etwgleichen Teilen liegen dahinter das
Plattenepithelkarzinom und das adenosquamése Kamzides Magerld 30% der
Karzinome entstehen im Pylorusbereich, 20% in détlemen Magenanteilen, 37% im

proximalen Magendrittel und 13% im gesamten Matfen

1.1.2.1 Praneoplastische Lasionen

Praneoplasien sind durch das Vorliegen von zeBuldund strukturellen Atypien
gekennzeichnet. Persistierende zellulare Atypietetr bei der intraepithelialen Neoplasie,
den Adenomen und den Polypen des Magens auf. Dieitbeals Risikofaktoren
beschriebene chronische Gastritis und die daralgerfde intestinale Metaplasie (IM)
zeigen nicht zwangslaufig zellulare Atypien, konredser zum Teil als praneoplastische
Lasionen angesehen werdén

Um einen international gultigen Standard zur Elatej der prakanzerésen Lasionen
setzen zu konnen, wurden bereits diverse Versuoternommen. Zuletzt entstand 2000
die Padova Klassifikatidff. Hier soll die von der IARC durch Hamilton und Amlen
veroffentlichte Einteilung beschrieben werden.

1.1.2.1.1 Intraepitheliale Neoplasie

In der von multiplen Zwischenstufen ausgehenden k&@es der Magenkarzinom-
entwicklung, liegt die intraeptitheliale Neoplastevischen der IM und dem invasiven
Karzinont® ® Die Schwierigkeit liegt dabei in der Unterscheiguzwischen einer

reaktiven Veranderung aufgrund einer Entzindung ded eines frihen invasiven
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Karzinom&®. Kann diese Unterscheidung nicht getroffen werdgmicht man von einer
unbestimmten intraepithelialen Neoplasie

Handelt es sich um moderate zellulare Atypien (basunde oder ovale Zellkerne),
verbunden mit leichten architektonischen Veréndgeon (verzweigende Tubuli,
verlangerte Krypten), spricht man von deringgradigen intraepithelialen Neoplasie

Ist die Architektur der Mukosa schwer gestért (staerzweigende Tubuli) und sind
schwere zellularen Atypien (zigarrenférmige, hypeomatische Zellkerne, amorphe
Nukleoli) erkennbar, handelt es sich um dwehgradige intraepitheliale Neoplasie

Bis zu 80% der intraepithelialen Neoplasien konmeoh zu einem Karzinom
entwickeln. Ein Karzinom liegt dann vor, wenn digpaschen Zellen die Lamina Propria

bzw. die Muskularis Mukosae durchbrochen h&ben

1.1.2.1.2 Adenome

Begrenzte tubulare, villose oder tubulovillése Btnmen mit intraepithelialen Neoplasien
werden in Europa und den USA als Adenome bezeiclhmetapan zéhlen dazu auch die
flachen und eingesunkenen LasiofleBie befinden sich hauptsachlich im Antrumbereich.
Die Tendenz zur malignen Entartung hangt von deznddngroRe ab: Lasionen < 2 cm
entarten nur in 2% der Féalle. Lasionen > 2 cm, eeigh 40-50% eine Tendenz zur
malignen Entartung. Flache Adenome haben dabeigesteigertes Entartungsrisiko

gegeniiber den erhaben wachsenden Adenmen

1.1.2.1.3 Polypen

Polypen des Magens treten vor allem im Antrum- od@emdusbereich auf. Die
hyperplastischen Polypeties Antrums sind mit eindd. pylori-Infektion assoziiert und
zeigen eine geringe Entartungstendenz. Die ehEBumpa und den USA vorzufindenden
Funduspolypen stehen haufig im Zusammenhang mit einer Protamapeninhibitor-
therapie und haben kein malignes PotefitiaBei einem vermehrten Auftreten von
Fundus- und Antrumpolypen in Zusammenhang mit e&leC-Genmutation oder dem

Peutz-Jeghers-Syndrom besteht eine gesteigertetrgstenderiz’ **°

1.1.2.2 Makroskopische Klassifikationen

Die makroskopische Einteilung der frihen Stadies Magenkarzinoms findet vor allem

in der endoskopischen Diagnostik eine Anwendungtetdohieden werden hier die
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vorgewolbte (Typ 1), erhabene(Typ lla), ebene(Typ lIb), eingesenktgTyp lic) und
exkavierte(Typ 111) Fornt®,

Fur die Einteilung der fortgeschrittenen Stadiemhkd die Borrmann-Klassifikation
zur Anwendung. Es lassen sich vier Typen unterdemei Daspolypoide (Typ 1), das
fungiforme (Typ |II), das ulzerierende (Typ IlI) und das infiltrative (Typ V)

Wachstumsmustét &

1.1.2.3 Mikroskopische Klassifikationen

Die am haufigsten verwendete Klassifikation des éfdgrzinoms ist dieLaurén-
Klassifikatiort?>. Sie unterscheidet eimtestinalesund ein diffuses Wachstumsmuster.
Sind beide Typen enthalten, oder lasst sich keurdhung vornehmen, spricht man vom
gemischterbzw. unbestimmbare@yp. Diese Einteilung beruht auf der Entstehung de
Karzinoms aus den beschriebenen Vorlauferlasidnen

Die Goseki-Klassifikatiorbetrachtet die tubulare Differenzierung und den isgehalt
im Zytoplasm&'. Sie unterscheidet vier Gruppen mit guter odelestier Differenzierung
und geringem oder hohem Muzingehalt.

Die Ming-Klassifikation beruht auf dem Wachstumsmuster und der Invasiviést
Karzinoms*. Kommt es zur Formierung von expandierend wachsentlmormassen
oder einzelnen Tumorknoten spricht Ming vampandierenden TypKommt es zur
Invasion einzelner Zellen liegt difiltrative Typvor.

Die WHO-KIassifikationteilt die Tumoren nach ihrem dominanten Wachstunssenu
ein®®. Dabei werdentubuldre Adenokarzinomepapillare Adenokarzinomemuzindse

Adenokarzinomendsiegelringzellige Karzinomenterschieden.

1.1.2.4 TNM-Klassifikation und UICC-Staging fur das Magenkarzinom

Eine Aussage Uber die Invasionstiefe des Primantsiifig und die lymphatische (N) und
metastatische (M) Ausbreitung des Tumors gibt didM¥Klassifikation (Tabelle 1). Die
darauf basierende Einteilung d€nion international contre le cancefUICC-Staging,
Tabelle 2) erlaubt prognostische Aussagen und wiiid die Therapieplanung
herangezogen. Eine eigene ldentitat besitzt hier Magenfrihkarzinom, eine auf die
Mukosa und/oder Submukosa beschrankte Neoplasrelypephknotenstatus bleibt dabei
unbeachtet. In dieser haufig bei der Nachsorge dy@plastischen Lasionen entdeckten
Tumorvariante koénnen alle histologischen Varianteentsprechend der WHO-
Klassifikation, vorkommefy.
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms.

Primartumor (T)

Tx
TO
Tis
T1
T2
T3

T4

Priméartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Primartumor vorhanden

Carcinoma in situ: Tumor durchbricht nicht die LamiPrapria

Tumor durchbricht die Lamina Propria

Tumor infiltriert die Muskularis Propria oder diel8nukosa

Tumor durchbricht die Serosa, ohne die InvasionNachbarorganen (Milz, Kolon
Transversum, Leber, Zwerchfell, Pankreas, Bauchwidallenniere, Niere, Dunndarm,
Retroperitoneum)

Tumor infiltriert Nachbarorgane

Lymphknotenbefall (N)

NXx
NO
N1
N2
N3

Regionale Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
Keine Metastasen in regionalen Lymphknoten
Metastasen in 1 bis 6 regionalen Lymphknoten
Metastasen in 7 bis 15 regionalen Lymphknoten
Metastasen in Uber 15 Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

Mx
MO
M1

Fernmetastasen nicht beurteilbar
Keine Fernmetastasen
Fernmetastasen

Tabelle 2: UICC-Staging des Magenkarzinoms.

Stage Primartumor Nodalstatus Metastasen
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB T1 N1 MO

T2 NO MO
I T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
B T3 N2 MO
v T1,T2, T3 N3 MO
T4 N1, N2, N3 MO
Jedes T Jedes N M1

1.1.2.5 Stromareaktion

Das invasive Karzinom fuhrt in dem umgebenden Bgesesbe im Allgemeinen zu vier

Reaktionen: Desmoplasie, lymphatische InfiltratiBosinophilie des Stromas und Bildung

von Granulomen vom sarkoiden Tp

Die dazu erforderliche Ansammlung von Fibroblastdonozyten und Lymphozyten,

kann ihrerseits zu Reaktionen fuhren, die progeosé Relevanz haben kdnnen.
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1.1.2.6 Prognostische Bedeutung

Die TNM-, Laurén- und Goseki-Klassifikationen koent mit dem Krankheitsverlauf
korreliert werden. Der diffuse Wachstumstyp zeigieeschlechtere Progndsé Fir
diesen Wachstumstyp konnte eine Verbindung zu detkogenen MET-Rezeptor
festgestellt werden, dessen Expression im Magema@arz auch mit der T- und
N-Kategorie korrelieft®. Ebenso konnte fiir den diffusen Wachstumstyp ¥emindung
zu der Cathepsin D-Expression hergestellt werdenald Prognosemarker fur die Lange
der krankheitsfreien Uberlebenszeit GilDie Goseki Gruppe Il (schlechte tubulare
Differenzierung und wenig Muzine) konnte von Songinal?® mit einer schlechteren
Prognose in Zusammenhang gebracht werden, wahreddigMet al**? keinen
Zusammenhang mit dem Uberleben feststellen konmteainer tiber 25 Jahre laufenden
Studie konnte der Zusammenhang zwischen dem 5slatimerleben und dem
Tumorstadium belegt werden. Die Uberlebensraterdéi Stadium 1A, 1B, II, IA und
IB/V waren 91%, 64%, 27%, 18% und 68 Entscheidend ist dabei die lymphogene
Metastasierung, die von Yokota et?l.als wichtigster Faktor fir die Prognose des
Magenkarzinoms identifiziert wurde. Hier scheint rvallem der N-Quotient
(metastatische/alle untersuchten Lymphknoten) uictitrso sehr die N-Kategorie der
TNM-Klassifikation prognostische Relevanz zu besit?

Die Voraussetzung fur die bestmdgliche Prognoseafficidie RO-Resektion in
Verbindung mit einer postoperativen Radiochemotiet¥. Um den prognostisch
bedeutsamen Lymphknotenstatus evaluieren zu konseliten mindesten 16 lokale

Lymphknoten histologisch untersucht wertfeh

1.1.3Therapie

Die Therapie des Magenkarzinoms ist zurzeit auf @ieirurgie und verschiedene
Chemotherapieschemata mit und ohne Strahlenthetzgsehréankt. Die nichtinvasiven
Therapieansatze wurden in diversen Studien zur vadfen und neoadjuvanten
Verabreichung untersucht. Die chirurgische Therapleibt jedoch momentan das

wichtigste Element in der kurativen Magenkarzinoenéipie.

1.1.3.1 Neoadjuvante Therapiemdglichkeiten

Die neoadjuvante Therapie besitzt im Allgemeinerei dvorteile: Der Erfolg der
Behandlung lasst sich gut monitoren, es besteheh mbakte Lymph- und Blutgefalie, so

dass eine Chemotherapie gut das Zielgebiet ermeiciien und es besteht die Mdglichkeit,
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den Tumor auf eine resezierbare GroRe einzuschrielBer zusétzliche Vorteil einer
neoadjuvanten Behandlung beim Magenkarzinom liegteir besseren Vertraglichkeit der
Therapie im Vergleich zu einem durch die Gastrelktogeschwachten Zustahd

Zwei Studien konnten die Uberlegenheit von eingioperativen Bestrahlung mit
20 Gy und Hyperthermt& bzw. einer praoperativen Bestrahlung mit 4GGgegeniiber
alleiniger operativer Therapie zeigen. Die MAGIGQx8e konnte einen Vorteil von
perioperativer Therapie mit Epirubicin, Cisplatimdu5-Fluorourcil (5-FU) zeigen. Es
zeigte sich eine Steigerung der kurativen Reseitada, ein verlangertes krankheitsfreies

Intervall und ein langeres Uberlel3én

1.1.3.2 Operation

Die RO-Resektion ist obligatorisch fur die kuratiVeerapie des Magenkarzinoms. Dazu
werden, je nach Tumorlokalisation, die subtotaleratle totale Gastrektomie angewandt.
Der Vergleich beider Techniken, unter der Voraussaey einer RO-Resektion, erbrachte in
einer franzosischen und einer italienischen Stikdiae Unterschiede im krankheitsfreien
5-Jahres-Uberleben. Mortalitat und Morbiditat wavengleichbaf®

Fur den Heilungserfolg weiterhin notwendig ist dEntfernung der lokalen
Lymphknoted®®. Es gibt 16 fiir die Metastasierung des Magenkami bedeutende
lokale Lymphknotenstationen. Die Stationen 1, 3phddinden sich entlang der kleinen
Kurvatur. Die Stationen 2, 4, 6 liegen entlang gief3en Kurvatur. Eine Entfernung dieser
Lymphknotengruppen, die zusammenfassend mit N1lidlemt werden, wird als D1-
Dissektion bezeichnet. Die D2-Dissektion umfasst Bntfernung der Lymphknoten der
Gruppe N2, die folgende Lymphknotenstationen uniféss- A. gastrica sinistra, 8 — A.
hepatica communis, 9 — Truncus coeliacus, 10, Alsplenicd. In Europa und den USA
wird hauptsachlich die D1-Dissektion durchgefutwiihrend in Japan und Korea der
Standard die D2-Dissektion ist. Ein Vorteil diesadikaleren Operierens konnte aul3erhalb
Ost-Asiens nicht bestatigt werden. Vier randomisiegtudien in den Niederlanden und
GroRbritannien konnten keine Vorteile im 5-Jahrémtleben nachweis&h? *® %2 |n der
D2-Gruppe waren dagegen die postoperative Morbidit8% vs. 4%) und Mortalitat
(43% vs. 25%) signifikant erhéfit

1.1.3.3 Adjuvante Radiochemotherapie

Die adjuvante Radiochemotherapie ist obligatorigochdie Behandlung fortgeschrittener
Tumorstadien. 2001 wurde in der amerikanischen 04TI6 Studie ein Patientenkollektiv
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von 556 Patienten untersuthit Verglichen wurde die alleinige Operation gegen ei
Regime mit 5-FU und Leucovorin, gefolgt von 45 Giy gteichzeitiger Chemotherapie an
den ersten vier und letzten drei Tagen der Bestnghl Abgeschlossen wurde die
Behandlung mit weiteren zwei Zyklen von 5-FU undutevorin. Dieses Regime zeigte
einen Vorteil im krankheitsfreien Uberleben (30 Mt vs. 19 Monate) und in den
Uberlebenszeiten (36 Monate vs. 27 Monate). Eideigdiffuse Typ des Magenkarzinoms
spricht signifikant (p=0,04) weniger gut auf dieeFapie an. Heute erfolgt die Behandlung
mit 5-FU hauptséchlich in Kombination mit Platinpasiate®®. Gute Ergebnisse bringt die
Therapie mit 5-FU, Cisplatin und Leucovorin, einenkbination die in Deutschland haufig

verwendet wird’.

1.1.3.4 Ausblick

Die Zukunft der Behandlung des Magenkarzinoms kénin der Kombination
unspezifischer Therapien, wie Chemotherapie undir@adsng, und gegen onkogenes
Potential besitzende Tyrosinkinasen gerichtete Kadente liegen. Zahlreiche klinische
Studien untersuchen mdgliche Therapieverbesserudgerth monoklonale Antikérper.
Der gegen HER2 gerichtete Antikérper Trastuzumaligteein Kombination mit
platinhaltiger Chemotherapie eine Ansprechrate 8686'". HER2 wird jedoch nur in
20% der Magenkarzinomfalle exprimierDer VEGF-Inhibitor Bevacizumab zeigte in
Kombination mit unspezifischen Chemotherapeutik&566 der Falle ein Ansprechéh
Die Inhibierung des Epithelialen Wachstumsfaktoepars (EGF-Rezeptor) spielt hier
maoglicherweise die grof3te Rolle, nachdenvitro seine Aktivierung durch das wichtigste
Karzinogen des Magenkarzinoms, drpylori, nachgewiesen werden kontte'® Auf
die Phase II-Studien mit gegen den EGF-Rezeptactgeten Antikdrpern wird gesondert
in Kapitel 1.3.3.1 eingegangen.

Die zum Teil von den Expressionsraten unabhangigheinenden Ansprechraten der
spezifischen Therapeutika, sowie die in den Studigmgesetzten Kombinationen der
monoklonalen Antikérper mit herkémmlicher Chemotae gestatten die Annahme, dass
das Magenkarzinom auch in Zukunft durch eine Moa@pie nur schwer zu behandeln
sein wird. Durch verschiedene Wirkstoffkombination&bnnte moglicherweise eine
Steigerung der Ansprechraten und/oder die Senkanfldbenwirkungen erreicht werden.
Ebenso koénnte sich Uber die Suche nach prognostischlarkern eine neue
Therapiemoglichkeit auftun. Dies konnte beispieiseefur die ACE-Hemmer oder

Angiotensinantagonisten zutreffen. Komponenten dekalen Angiotensinsystems
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konnten 2005 im Magenkarzinom identifiziert werdempbei ein Zusammenhang
zwischen dem ACE-Genotyp und dem Nodalstatus degeMarzinoms vom intestinalen
Typ herstellt werden konnte (siehe Kapitel 1.23)Die Hoffnung besteht darin, durch
neue Prognosemarker die Patienten zu erkennerhedienders von einer aggressiveren
Therapie profitieren kénnten. Zudem kénnten duraltddmanalysen identifizierte

Biomarker eine Frihdiagnose des MagenkarzinomRiséopatienten ermdglichen.

1.2 Das lokale Angiotensin Il System

Im Gegensatz zu den physiologischen blutdruckwirlesa Effekten von Angiotensin Il im
Rahmen des systemischen Renin-Angiotensin-Aldost8ystems (RAAS), spricht man
bei lokaler Expression einzelner Komponenten dea&&om lokalen Angiotensinsystem
(LAS). Eine Rolle spielt hier die lokale Expressides Angiotensin konvertierenden
Enzyms (ACE), des Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor3 IR) und des Angiotensin Il Typ 2
Rezeptors (AT2R) in Organsystemen und Tumorgewebas.LAS in Tumoren scheint
weniger mit Blutdruck- und Elektrolytregulation,sabielmehr mit Tumorwachstum und
-ausbreitung in Verbindung zu stefién

Das Effektorhormon Angiotensin Il wurde 1940 urdederem von Braun-Menendez
et al?’ erstmals beschrieben. Das Oktapeptid Angiotenisi(Ahg 1) wird durch die
Dipeptidylcarboxypeptidase ACE von dem Dekapeptidjidtensin | (Ang |) abgespalten.
Das ACE-Gen hat einen Insertions-/Deletionspolyrhmmpus. Dabei fiihrt eine
homozygote 287-bp Deletion in Intron 16 (ACE-DD) @appelten Konzentrationen des
mutierten Enzyms in Geweben und im Blut, verglichen der homozygoten ACE-II-
Forn?®, AuRer dem ACE gibt es weitere Enzyme, die aus lAd&s Ang Il abspalten. Das
ACE affektiert selbst weitere Peptide, wie Abbilduhverdeutlicht:

Angiotensinogen Abb. 1: Entstehung, Abbau
Renin———— > Cranepsin D und Effektorrezeptoren von
Renlnrezeptor // _ e ACEZ Angiotensin II.
Angiotensin | L in (1-7)

catne S ASE ACE ————— Ang |l entsteht aus Ang | durch

Chymase / \k. Fragmente das ACE. Desweiteren wurden

ATIR <—— Angiotensin Il fir diesen Effekt auch CAGE,

Aminopeptidase A Bradykinin Cathepsin G qnd Chymase

beschrieben. Diese Enzyme

AT2R < Angiotensin Ill Angiotensin (17)-Rezeptor  gpjelen  bei  der  lokalen

Angiotensin II-Entstehung eine
Rolle (modifiziert nach
AT4R <—— Angiotensin IV Hunyady et af.°1).

Aminopeptidase N
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Angiotensin Il bewirkt seine Effekte Uber den Angiasin Il Typ 1 Rezeptor und den
Angiotensin Il Typ 2 Rezeptdt 1974 wurde der AT1R erstmals als membranstandiges
Protein mit Sensitivitat fir Guanylnukleotide vorio&sman et al® beschrieben. Der
AT1R und der AT2R besitzen jeweils sieben Transnramtoménen und sind G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCRS). Ein weiterer, isalie System eine Rolle spielender
Rezeptor, ist der G-Protein gekoppelte Mas-RezdMas). Er bildet Heterooligomere mit
dem AT1R und wirkt als physiologischer AntagonigsdAT1R in Hinsicht auf die
intrazellulare Kalziumkonzentratidfl. Der Mas wird kodiert von einem Onkogen, dem
masGen,

In in vitro-Experimenten konnte das LAS die Tumorbiologie duEsnfliisse auf die
Neoangiogenese, durch gesteigerte Tumorzellpratifer und durch Foérderung des
Umbaus der extrazellularen Matrix beeinflus$én Eine Rolle spielt dabei die
Ang lI-Produktion und -Wirkung direkt im TumorgewebAng Il entsteht hier nicht nur
durch ACE, sondern auch durch aus Makrophagen eseigte Chymase und
Cathepsin & (siehe Abbildung 1). Eine direkte Tumorinitierudgrch das LAS konnte
bisher nicht nachgewiesen werden. Beispiele furkkpression des LAS sind bestimmte
Formen des Mammakarzinoti§ das Pankreas-, Laryrt%’ und das Prostatakarzindth
Auf die Rolle des LAS im Magenkarzinom wird in Kegil.2.3 gesondert eingegangen.
Zunachst soll die Funktion der Angiotensin Typ ldufyp 2 Rezeptoren beleuchtet

werden.

1.2.1Der Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor

Der humane ATI1R ist fur die bekannten Effekte vamgidtensin Il auf Blutdruck und
Elektrolytbalance verantwortlich. Sein Gen befindath auf Chromosom 3. Der AT1R
besteht aus 359 Aminosauren (AS) und hat ein Mddegawicht von 40 kD4’ In
Nagetieren konnten zusatzlich zwei Subtypen, dedaATind der AT1b, beschrieben
werdeff?. Uber seine sieben Transmembrandomanen ist deRAMIt Gy11, Giz13 und
Gio-Proteinen verbunden. Seine bekannten Effekte atteyl Muskelzellen werden dabei
vor allem Uber Gi; und die Freisetzung von Phosphatidylinositol uraQund die
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) vermitt&t > Es sind jedoch auch G-Protein
unabhéangige Aktivierungen von Signalkaskaden béswdn worden, bei denen der AT1R
Effekte auf den Jak/STAT-Signalweg und Uber R-Amesund Src Effekte auf MAP-
Kinasen haf’ 2> Uber die Aktivierung von MAP-Kinasen, wie ERK1/aQNK und
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p38MAPK kann der AT1R auf Proteinsynthese, Genesgio@ und Zellwachstum Einfluss
nehmen*,

Der Einfluss von AT1R auf diese Signalwege legeeuerbindung des Rezeptors zu
tumorbiologisch bedeutsamen Signalkaskaden nahea. dén selektiven AT1R-
Antagonisten Candesartan konnte in Mausexperimentine Reduktion von
Tumorangiogenese, Metastasierung und Tumorwachgézeigt werdeti °. Desweiteren
konntein vivo eine vermehrte AT1R-Expression in tumorassozieitakrophagen und
Fibroblasten gezeigt werd®n Durch eine AT1R-vermittelte Induktion von VEGF in
Tumorzellen, fithrt so eine tumorassoziierte Entringdzu verstarkter Angiogené&eln
Monozyten, Makrophagen, glatten GefalimuskelzelfehiEndothelzellen induziert Ang Il
Uber die Aktivierung von NkB die Bildung von Zelladhasionsmolekilen, wie VCAIM-
ICAM-1 und E-Selektin, die moglicherweise in der tslgasierung eine Rolle spielen
konnert'® 4 Der Umbau der extrazelluléren Matrix und der Ablan Kollagen IV wird
tiber AT1R und die konsekutive Aktivierung von Mamietalloproteinasen geford&ft
Begunstigt wird eine mdgliche Zellmigration auchratudie von AT1R ausgel6ste Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (R&8) In glatten GefaBmuskelzellen konnten ROS mit der
Angiotensin Il vermittelten p38MAPK- und Src-Aktesiung in Zusammenhang gebracht
werdert*. In humanen Krebszellen konnte eine ROS verngtt@itansaktivierung des
MET-Rezeptors nachgewiesen werden. Als Protoonkageht der MET-Rezeptor mit
Tumorinvasion und Metastasierung in Verbindingeine Uberexpression konnte auch
fiir das Magenkarzinom nachgewiesen wettfen

Zahlreiche Arbeiten, auch mit humanen Krebszelléa keispielsweise Pankre&s-
Prostata® oder Brustkrebszell&h konnten bereits eine Verbindung zwischen dem AT1R
und dem EGF-Rezeptor belegen. Daflr scheint dasg>-¥iBtiv innerhalb des AT1R-
Proteins von Bedeutung zu sém Hier binden die Signalmolekiille Phospholipase C
Gamma (PL@), Jak2 und SHP>2'® Ein mégliches Resultat dieser Verbindung ist eine
gesteigerte Zellproliferation (ber die Transaktivilg des EGF-Rezeptors mit
konsekutiver Aktivierung von ERK, STAT3 und PKC.

1.2.2Der Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor

Der AT2R kann an glatten Muskelzellen eher fur Gegenteil der Effekte des AT1R
verantwortlich gemacht werden: Er wirkt antipraldév und proapoptotis¢fi. Das
Protein dieses Rezeptors besteht aus 363 AS undih&tolekulargewicht von 41 kDa.

Seine sieben Transmembrandomanen zeigen eine Yarignzu GProteinen und
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Tyrosinphosphataséf. Der AT2R aktiviert die MAPK-Phosphatase 1 (MKPehd kann
dadurch die durch AT1R ausgeldste Phosphorylienory MAP-Kinasen terminierér.
Auch eine AT2R vermittelte Aktivierung der SHP-1 rdginphosphatase konnte
beobachtet werdéh Diese Effekte konnten in Erwachsenen fiir die bukT2R
vermittelte Inhibierung von Zellwachstum und Apageorerantwortlich sein.

Der AT2R wird in hohen Mengen wahrend der Fetalakling, nach
kardiovaskularen Ereignissen und wahrend der Wuhaigeexprimiert. Dies lasst seine
Rolle bei der Gewebserneuerung, dem Wachstum undEdavicklung vermuteft®
Studien konnten eine proangiogenetische und praaepsghe Wirkung des AT2R
zeiger?®. In Kardiomyozyten fiihrte eine AT2R vermitteltedirktion der p85-Untereinheit
der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI13K) zu Zellbypophie®®. Die genaue Rolle, die der
AT2R in der Entstehung von Tumoren spielt, ist dngl nicht aufgedeckt worden.
Verschiedene Arbeiten haben hier gegenteilige Resujeliefert™.

1.2.3Das lokale Angiotensinsystem im Magenkarzinom

Lever et alt?’ stellten erstmals die Hypothese auf, dass eingyieitiherapie mit den
ACE-Inhibitoren Captopril, Lisinopril und Enalapridie Mortalitat von Brust- und
Lungentumoren reduziere. Weitere klinische Studiennten einen positiven Effekt von
ACE-Inhibitoren auf die Tumorausbreitung nicht mddestétigen. Es gibt jedoch den
Verdacht, dass der ACE-Insertions-/Deletionspolyph@mus hier von Bedeutung sein
konnte und dass das Angiotensin konvertierende faratyg Indikator fur eine Funktion des
LAS in der Tumorausbreitung betrachtet werden Rar8o konnten Medeiros et 4 eine
Verbindung zwischen dem ACE-Polymorphismus und défortalitét von
Prostatakarzinomen herstellen.

Fur das Magenkarzinom konnten Carl-McGrath et 81004 eine lokale Expression
von ACE nachweisen. Rocken et'#lf.*®**fanden heraus, dass der ACE-DD-Genoyp und
die Expression von AT1R im Magenkarzinom vom inteden Typ mit dem
Lymphknotenstatus und dem UICC-Tumorstadium kaereh. Der AT1R konnte in 26%,
der AT2R in 95% der Falle im Zytoplasma der Tumbezealler Tumortypen der Laurén-
Klassifikation nachgewiesen werden. Alle Tumortygeigten bei AT1Reine signifikant
verkirzte Uberlebenszeit. Bei zusatzlichem Vorliegades ACE-DD-Genotyps
entwickelten 100% der Falle Lymphknotenmetastasdie die Uberlebenswahr-
scheinlichkeit des Magenkarzinoms entscheidendnBesser’®’. Die Vermutung liegt

nahe, dass der AT1R Uber einen seiner zahlreichigmal®ege die Entstehung
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von Lymphknotenmetastasen fordert. Der Verbinduom zpotentiell onkogenen EGF-
Rezeptor (siehe auch Kapitel 1.2.1) soll in diesdyeit besondere Beachtung geschenkt

werden.

1.3 Der Epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor

Der Epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-Rezgmehort, als zuerst beschriebenes
Mitglied, in die Familie der ErbB-Rezeptoren. Didsamilie besteht aus vier Mitgliedern:
EGF-Rezeptor (auch benannt mit ErbB1 oder HER1pBEr(oder HER2/neu), ErbB3
(oder HER3) und ErbB4 (oder HERA4).

Der EGF-Rezeptor wird in den unterschiedlichsten w€een epithelialen,
mesenchymalen und neuronalen Ursprungs expriniBott spielt er eine bedeutende
Rolle in der embryonalen Entwicklul§ und wahrend der WundheiluHg
Mausexperimente konnten zeigen, dass Nullmutatiatesn EGF-Rezeptors letal sffil
Eine deregulierte Expression, besonders des EGEgRas und von HER2, konnte als
ursachlich fur die Entwicklung und Malignitat voratdreichen Tumoren identifiziert
werdert>®.

1.3.1Molekulare Struktur

Bei dem EGF-Rezeptor handelt es sich um ein 1186nésduren umspannendes
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 170 k¥&ine schematische Darstellung
zeigt Abbildung 2. Der Ursprung dieses Proteingtleuf Chromosom 7p11-13. Das Gen
hat eine GrofRe von 110kb und besitzt 26 Exone. 832 kodiert von Exon 1 bis 14,
formieren die Extrazellularregion. Dort befinderchsidie Subdomanen | bis IV. Die
Ligandenbindungsstellen L1 und L2 (= Subdomane H uH) besitzen je einen

35 159 Dje cysteinreichen

R-Helixanteil, der die Ligandenbindungstasche fbfm
Doméanen S1 (oder CR1, Subdoméane Il) und S2 (od&; SRbdomane V) werden durch
Disulfidbricken zusammengehalten. Sie sind an deezepRtordimerisierung
beteiligt !” **> Der Transmembranteil, kodiert von Exon 15, besgels einer einzigen
Alphahelix. Diese wird von dem 542 AS enthaltenderirazellular gelegenen
carboxyterminalen Rezeptorteil gefolgt. Dieser Teashthadlt die fir die EGF-
Rezeptorsignalweiterleitung wichtigen Abschnitte:tw& 50 AS formieren den
juxtamembranaren Teil, der mit der Proteinkinasént€ragiert. 250 AS formieren die
SH1-Domane, die fur die Transphosphorylierung dentophosphorylierungsstellen

verantwortlich ist. 229 AS enthalten sechs Tyrositlenketten, die nach
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Autophosphorylierung mit Adapterproteinen interagie Die Adapterproteine besitzen
SH2- (src homologie 2) Domanen oder PTB- (phospbstgbindende) Domanen. Der
zytoplasmatische Rezeptorteil enthalt aulRerdem ddiiir die Rezeptorinternalisierung
und den Rezeptorabbdut’® 2%

AulRerhalb dieser Grundstruktur sind Mutationen B&4--Rezeptors beschrieben. Die
haufigste ist die verstarkt in Glioblastomen undhtkleinzelligen Lungentumoren
vorkommende Mutation EGFRvIII (auch benannt m801 EGFR oder de2-7 EGFR).
Durch alternatives Splicing entsteht ein Zusammianss der Exone 1 und 8. Es resultiert
ein im extrazellularen Rezeptorteil trunkiertes 1Id5a-Protein, das trotz Verlust der
Aminosauren 6 bis 273 und damit fehlender Ligandehingsstelle, in einem aktivierten

Zustand ist”. Zum Vergleich mit dem EGF-Rezeptorprotein sielvbifiung 2.

EGF-Rezeptor
NH,

Domine L1 {
AS 1-134

EGFRuvlll
Doméne $1 (CR1)

AS 135-312 NH,

B Trunkierter EGF-Rezeptor
Doméne L2 AS 6-273 fehlen
AS 313-445

EGF bindende Doméne

Domaéne S2 (CR2)
AS 446-621

S VS R O W S S S

Juxtamembrandomine, AS 646-689 {

Tyrosinkinasedomine SH1
AS 690-954

Regulatordoméne
AS 955-1186

"COOH  COOH
Abb. 2:  Mutation EGFRvIII im Vergleich zum Wildty p.

Links: Der EGF-Rezeptorwildtyp mit den Doménen L1 undfi?2die Ligandenbindung,
den Doméanen S1 und S2 fiur die Rezeptordimerisierdag Juxtamembrandoméne, der
SH1 Doméne fiur die Autophosphorylierung und derhseEbyrosinseitenketten Y 992,
Y 1045, Y 1068, Y 1086, Y 1148 und Y 11Rechts: Die extrazellular trunkierte Mu-
tation EGFRVIII im Vergleich. Die Abbildung wurdeaifiziert nach Pedersen etat.

Zwei weitere EGF-Rezeptorisoformen konnten in diEzénhta beschrieben werden. Es

handelt sich um ein 60 kDa- und ein 110 kDa-Protemwiche im Gegensatz zum Wildtyp

des EGF-Rezeptors am carboxyterminalen Ende vergiid "°.
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1.3.2Direkte Rezeptoraktivierung, Signaltransduktion und
Signaldeaktivierung

Fur die Aktivierung des EGF-Rezeptors und die Edrthg des erzeugten Signals in das
Zellinnere interagieren die extra- und intrazellul@legenen Domanen des Proteins. Mit
der Ligandenbindung sind konformationelle Anderungerbunden, die im intrazellularen

Rezeptorteil die Signalweiterleitung hervorrufeme Ihtensitat des Signals wird durch den

Rezeptorabbau bestimmit.

1.3.2.1 Liganden des Epithelialen Wachstumsfaktorrezeptors

Fir die HER-Familie sind zur Zeit insgesamt zwdljdnden identifizieft. Sieben davon
binden an den EGF-Rezeptor (EGF, T&FAmphiregulin, Epiregulin, Betacellulin,
heparinbindendes EGF (HB-EGF), Epigen), zwei an H&R3 (Neuroregulin 1 und 2)
und acht an den HER4 (Neuroregulin 1 bis 4, Tomaieg HB-EGF, Betacellulin,
Epiregulin)**® ?*X HER?2 ist konstitutionell aktiv und besitzt keieigenen Liganden.

Die Liganden des EGF-Rezeptors besitzen ein EGRvMond eine individuelle
aminoterminale  Verlangerung. Sie liegen  zunéchsts alcarboxyterminal
membrangebundenes Vorlauferprotein ¥or Einzelheiten zu Isoformen der EGF-
Rezeptorliganden sind in der Ubersichtsarbeit vagrond Harris et af zu finden. Die
Proliganden werden durch in der Zellmembran verdaek®letalloproteasen aus ihrer
Membranbindung abgespalten. Bei diesen Metallopsate handelt es sich um die Gruppe
der ADAMs (@ disintegrin and metalloproteinaseauf die in Kapitel 1.4.1 néaher
eingegangen wird. Fur die Spaltung der Vorstufem H&F-Rezeptorliganden sind
ADAM9, -10, -12, -15, -17 und -19 verantwortl®h 12 ADAM17 (auch TNF-
converting enzyme TACE) spaltet beispielsweise Pro-T@GF- Pro-HB-EGF und
Pro-Amphiregulif® ?® Fiir die Abspaltung von HB-EGF konnten neben ADAMNEuch
ADAMY9, -10 und -12, sowie die MatrixmetalloproteasédMMP-2, -3, -7 und -9
identifiziert werde® ° *°* Die proteolytische Spaltung ist ein regulierteess, der von
Proteinkinase C, C&Einstrom und Phosphataseaktivitat beeinflusst emicani* °% 1%
Fur die Spaltung von Pro-EGF und von Pro-Betadallukonnte bisher keine
Metalloprotease identifiziert werden. Beide zeigetioch beiin vitro Experimenten eine

123

Konzentrationssteigerung durch den Einsatz von iKalionophoreff Far

Pro-Epiregulin konnte bisher keine Prozessierursgimeben werdéh
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Es kann jedoch auch ohne die proteolytische Ligafndisetzung zu einer EGF-
Rezeptoraktivierung an gegeniberliegenden Zellemnken. Diese als juxtakrin
bezeichnete Aktivierung des EGF-Rezeptors, wurdbdifur TGFe, Amphiregulin und
HB-EGF beschriebén'® Es kommt zu einer Komplexbildung des Proligandeéndem
Tetraspannin CD9, der entsprechenden ADAM und amd&tabilisationsproteinen. Es
gibt Hinweise, dass diese Art der Ligandenbinduimg &/erlangerung des Signals und

Veranderungen im Zellwachstum bewffkt®

1.3.2.2 Rezeptoraktivierung und Signaltransduktion

Nach Ligandenbindung an die L1- und L2-Domane kona®itzur Ausbildung einer
3-Haarnadelstruktur, dem sogenannten Dimerisatopsin der Subdomé&ne S1. Dieser
fordert die Interaktion mit dem Dimerisationslodpes anderen Rezeptormonom&rs?
Damit kommt es zur Homo- oder Heterodimerisierungr dRezeptoren, die die
Voraussetzung fur die Signaltransduktion darst€lhne Ligandenbindung interagieren
der Dimerisationsloop der Domane S1 und eine R4kaBistruktur der Domane S2, so
dass die Rezeptordimerisierung autoinhibietf'ist. Die Konformation im extrazellularen
Bereich von HER2 zeigt eine starke Interaktion zWwen L1 und L2, die der
Haarnadelstruktur der anderen HER-Rezeptoren nagmtenbindung &hnétt HER2 ist
somit in einem nahezu daueraktivierten Zustand waadiurch, auch ohne direkte
Ligandenaktivierung, der bevorzugte Dimerisatiomspa fur die anderen
Familienmitgliedel®® 1% 220

Bei den entstandenen Rezeptorhomodimeren handedicasum Homodimere des
EGF-Rezeptors oder von HER2 Heterodimere bilden sich aus der Interaktion E&$-
Rezeptors mit HER2 und HER3, aber nicht mit HERé@tzteres bildet bevorzugt mit
HER2 Heterodimer@® #° HER3 besitzt eine trunkierte Kinasedoméane, wéstiain
HER3/HER3-Homodimer existiét Alle Heterodimere mit HER2 besitzen eine
gesteigerte Potenz, da die fur die Internalisierungnd Degradation des
Ligandrezeptorkomplexes notwendige Bindung vont@éi nur schwach it

Im Anschluss an die Rezeptordimerisierung kommgwedKonformationséanderungen,

die die Signalablaufe im intrazellularen Rezepttehiewirken.
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1.3.2.3 Aktivierung intrazelluléarer Signalkaskaden

Die Konformationsdnderung nach Rezeptordimerisgrbeginstigt die ATP abhangige
Transphosphorylierung der Tyrosinseitenketten inrazelluldaren Rezeptortéif. Das
Muster der Tyrosinphosphorylierung, resultierend der Komposition des Dimers und
des aktivierenden Ligandens, bestimmt die Art dertrazellular aktivierten
Signalkaskadg® '°% 233 proteine mit SH2- oder PTB-Domane erkennen dié lfis acht
Aminosauren, die die phosphorylierten Tyrosinsdigtten umgeben, und binden an den
aktivierten RezeptorkompléX. Das konnen zum Einen Proteine mit eigener
Enzymaktivitat sein, wie Src, die Pk@Qind die Phosphatidylinositol-3-kinase (P18k)
Die PI3K bindet Uber ihre p85-Untereinheit an dieosphotyrosine des EGF-Rezeptors
und wird dadurch allosterisch aktivitlt Durch die Rekrutierung der PiQiber ihre
SH2-Domane an die AS 654 des aktivierten EGF-Rergpkommt es zur Translokation
des Enzyms an die Zellmembf&i*> #2? Die PLG kommt dadurch in Kontakt mit ihrem
membranverankerten Substrat Phosphatidylinosgphiosphat (P1(3,4,5)P3), was zur
Bildung von Inositoltriphosphat (Ins(1,4,5)P3) ubahcylglycerol fuhrt. Ins(1,4,5)P3 setzt
Kalzium aus dem Endoplasmatischen Retikulum freimid werden Kalzium abhangige
Kinasen und Phosphatasen, wie beispielsweise @algm aktiviert. Die anschlie3ende
Aktivierung der Proteinkinase C filhrt zu weiterefekten .

An den EGF-Rezeptor binden alternativ Mediatorpne@hne eigene Enzymaktivitat,
wie Grb2, Shc, Grb7 und N& Sie werden durch den Austausch von GDP zu GTP
aktiviert und konnen damit andere Signalproteingvegdcen. Ein Beispiel ist der Adapter
Grb2, der Sos rekrutiert und damit den ras/raf/MfiRasepfad einschaltgf’ 4% 172

Die MAP-Kinasen und die PI3K/Akt-Kaskade fihren ainer Zunahme von
Cyclin D1, welches den Cyclinkinaseinhibitor p27babt und Cdk2 freisetZf. Dieses
assoziiert mit Cyclin E und verkirzt somit die Dades G1/S-Kontrollpunktes. Damit
wird der Zellzyklus beschleunigt und die malignefsformation geférdéft Gleichzeitig
kommt es Uber EGF-Rezeptor vermittelte Signale imereHemmung der Apoptose. Als
wichtiges antiapoptotisches Protein gilt Bcl-2. Dianskription von Bcl-2 wird von PI3K,
MAP-Kinasen und STAT3 geférdert. So kann die Eimditing dieses Signalweges durch
den EGF-Rezeptor bei Dimerisierung mit dem konstifell aktiven HER2 im Extremfall
in Apoptoseresistenz resultieren und Chemotherd@eutonnen in ihrer Wirkung

geschwacht werdéfr.
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Viele dieser Signalkaskaden fuhren zu einer spgetién Reaktion, sind aber nur aktiv,
wenn auch andere Signalproteine aktiviert sindSinme einer Signalkonvergenz fihrt die
PLCy zu Mobilisation, aber nur wenn auch der MAP-Kinasg eingeschaltet S, Das
Resultat eines einzigen eingeschalteten Prozesses ku einer multiplikativen
Diversifizierung eines Signals fiihren, beispielsgaiach MAP-Kinaseaktivieruffy

Schlussfolgernd kann das EGF-Rezeptorsignal eihgéskt werden durch Regulation
der Verfugbarkeit des Liganden, durch negative amghulare Rickkoppelungs-
mechanismen mittels Aktivierung von Phosphatased darch Beendung des EGF-
Rezeptorsignals mittels Rezeptorinternalisierund) Abba®®.

1.3.2.4 Signalmodulierung durch Phosphatasen, Signaldeaktigrung

durch Rezeptorinternalisierung und -abbau

Die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors bewirktes@iktivierung. Diese kann mithilfe
von Phosphotyrosinphosphatasen (PTP) reguliert emerdDie PTP-1B konnte als
Regulator fur die EGF-Rezeptoraktivitat identifizieverden. Mause mit einer dominant
negativen PTP-1B-Mutation zeigten (iberschieRendd=-R€zeptorphosphorylieruffy
Die PTP-1C, die aufgrund zweier SH2-Doménen auclr-SHyenannt wird, kann die
Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors mithilfe w@nosphaten reduzieréh Die
SHP-1 wird unter anderem von dem AT2R akti?rtEs ist denkbar, dass die Aktivitat
der PTP zu einem Signalende oder zu einer Redugjeltas EGF-Rezeptorsignals fuhrt.
Mdglicherweise bewirken sie eine Unterbrechung #é#fekte durch die vom EGF-
Rezeptor aktivierten Kinas&h

Die Internalisierung des Ligandenrezeptorkomplexid eingeleitet durch das Binden
von Proteinen, die die Endozytose steuern, anesortjsmotive innerhalb der AS 970 bis
1186 im carboxyterminalen Ende des EGF-Rezefftordir diese Adapter, wie
beispielsweise EpsiB, AP2*?' oder Cbl, ist die Proteintyrosinkinaseaktivitat
obligatoriscH’. Die Internalisierung des Rezeptorkomplexes etfdignn iiberClathrin
coated pits friihe und spate Endosoni&h?? So fiihrt die Assoziation von AP2 und die
Src vermittelte Phosphorylierung von Clathrin zatelnalisierung des Komplexes in
Clathrin coated pits Cbl bindet an die autophosphorylierte Tyrosiregdiette Y 1045,
wird selbst phosphoryliert und steuert damit die nelabiquitinylierung des EGF-
Rezeptor§’. Das Binden von Cbl bewirkt die Assoziation vorN85 und Endophilin,

zwei Proteinen, die die Formierung von Endosomenesh. Epsl5 férdert, ebenso wie

18



EINFUHRUNG: Der Epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor

Cbl, die Monoubiquitinylierung des EGF-Rezeptorsien Endosoméhoder {iber Binden
an AP2 die Formierung vd@lathrin coated pit§®

Die Art des Liganden entscheidet Uber die Termumgrdes Signals oder Uber ein
Recycling des EGF-Rezeptors an die ZelloberflaBeaspielsweise fuhrt die Aktivierung
durch TGFe, zu einer Riickverlagerung des EGF-Rezeptors aZelleberflaché®®. Der
Ligand dissoziiert im sauren Milieu der frihen Esdmen von dem Komplex ab. Der
Rezeptor wird damit flir eine erneute Aktivierungederverfugbar. Im Falle von EGF
bleibt der Ligand in den Endosomen gebunden und wirsammen mit dem Rezeptor
abgebauf’ 2°° Damit entscheidet die pH-Stabilitat des Ligandptarkomplexes tiber die
Starke und die Zeitdauer des Sigh%fs?®® Nicht nur der pH-Wert in den Endosomen
entscheidet Uber das Signal, sondern auch die Waflteit von Enzymsubstraten.
Wahrend beispielsweise ras nach Komplexinternalisg weiter aktiviert werden kann,
kann die PL@ nur an der Zellmembran wirkéfi

Definitiver Abbau geschieht durch die Cbl vermigeRekrutierung von Ubiquitin.

Diese gilt als Signal fur die Lyse des Ligandreaefgimplexed” 1% 2%°

1.3.3Die Rolle des EGF-Rezeptors in Tumoren

Als Ausgangspunkt pleiotroper biologischer Signkéenn die EGF-Rezeptoraktivierung
Zellteilung, Migration und Zelldifferenzierung z&olge habeff® %*° Von Hanahan und
Weinberg wurden sechs essentielle Verdnderungenden Zellphysiologie von
Tumorzellen beschrieb&h Dazu gehéren Unabhéngigkeit von Wachstumssignalen
Ausschaltung der Apoptose, gesteigertes PotentialZellteilung, Gewebeinvasion und
Metastasierung. Da der EGF-Rezeptor mit seinen aBigggen in Verbindung zu
Zellfunktionen steht, die bei Deregulation diese rRingen haben kénnen, wird
ersichtlich, dass Fehlregulationen des EGF-Rezemt@m Tumorentstehung begunstigen.
Das wird gestitzt von der Erkenntnis, dass der B8feptor zu den Rezeptoren gehort,
die am meisten in Tumoren hochreguliert Sintlochregulationen oder Mutationen
veranlassen den EGF-Rezeptor bereits bei physgdbgn Ligandenkonzentrationen zu
gesteigerter Signalgebutig

Uberexpression, Genamplifikation oder Mutationers deGF-Rezeptors werden in
vielen humanen Tumorarten gefunden. Darunter simddre in der Brust, Kopf und Hals,
den Lungen und in Gliomé®. Es gibt einige Versuche die Signaltransduktios B&F-
Rezeptors zu hemmen. Dazu werden im Wesentlichenokhanale Antikérper oder

Tyrosinkinaseinhibitoren eingesetzt Im klinischen Einsatz befinden sich bereits die

19



EINFUHRUNG: Der Epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor

monoklonalen Antikdrper Cetuximab (Erbif)x und Panitumumab (Vectibiy.
Cetuximab wird in Kombination mit den herkdmmlich&@nhemotherapeutika und/oder
Strahlentherapie fur die Behandlung des kolorektdarzinoms und der Kopf-, Hals-
Tumore eingesetZ 1'% 18 panitumumab ist zur palliativen Therapie des Kk#zinoms
zugelassen, wenn die herkémmlichen Chemotherapdwtikbinationen nicht mehr
wirken'? > Des Weiteren kommen auch Tyrosinkinaseinhibitaream Einsatz, die die
ATP-Bindung kompetitiv. hemmen. Der (ber diesen Meibmus die EGF-
Rezeptoraktivierung blockierende Inhibitor Gefitin{lress&) konnte in Studien am
metastasierten nichtkleinzelligen BronchialkarzinBCLC) keinen Uberlebensvorteil
zeigen und ist daher in der EU nicht zugela¥safeitere Tyrosinkinaseinhibitoren sind
Erlotinib (Tarcev&) und Lapatinib (TyverB). Erlotinib wird nach erfolgloser Therapie mit
den Ublichen Chemotherapeutika in der Behandlusgattgeschrittenen NSCLC und des
Pankreaskarzinoms eingesé&tzt® Lapatinib ist zugleich ein Inhibitor von HER2. In
Phase-II-Studien wird er vor allem bei gleichzeitigJberexpression von HER2 und des
EGF-Rezeptors eingesetzt. In der EU ist Lapatieib 3uni 2008 fir die Behandlung des
fortgeschrittenen Mammakarzinoms zugela$ef? Praklinische Studien an Mausen
untersuchen die therapeutische Wirkung des TyrptoshAG1478, eines spezifischen
kompetitiven Inhibitors der ATP-Bindungsstelle deEGF-Rezeptofé. Andere
Therapiestrategien zielen auf die konstitutiv aktezGFRvlII-Mutation, die vor allem in

der Gliomtherapie einen Fortschritt bedeuten stifen

1.3.3.1 Der EGF-Rezeptor im Magenkarzinom

Immunhistochemische Untersuchungen zur EGF-Rezeqiogssion im Magenkarzinom
wurden bereits mehrfach durchgefiihrt. Eine Expoessbn 74% wurde von Jang et'dl.
gefunden. Eine neuere Arbeit fand eine EGF-Rezeppoession von 63%’. Die
Wirkung einer gegen den EGF-Rezeptor gerichtetererdfhe wurde fir das
Magenkarzinom bisher in zwei Phase II-Studien wuehnt. Der Tyrosinkinaseinhibitor
Erlotinib zeigte eine Ansprechrate von 9%, die hiotit der EGF-Rezeptorexpression
korrelierte®. Aufgrund der vielfach gefundenen hohen EGF-Reweppression im
Magenkarzinom, kénnte Cetuximab, das mit gutem I§rfon der Therapie von
kolorektalen Tumoren eingesetzt wird, auch fur démgenkarzinompatient von Vorteil
sein. Die in der FOLCETUX-Studie untersuchte Komaltion von Cetuximab mit 5-FU
und dem Platinderivat Irinotecan zeigte eine gutspkechrate von 44%, die jedoch von

einem therapiebedingten Todesfall begleitet wtirde

20



EINFUHRUNG: Der Epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor

1.3.4Indirekte Aktivierung des EGF-Rezeptors

Betrachtet man den EGF-Rezeptor als eine mit dést&rung von Tumoren in engem
Zusammenhang stehende Tyrosinkinase, ist es wjchiotpyt nur seine physiologischen
Aktivierungswege zu kennen. Der EGF-Rezeptor kannhaunabhdngig von seinen
eigenen Liganden phosphoryliert und damit aktivigrerden. Beschrieben wurden
nichtphysiologische Stimuli wie WasserstoffperoxiGGammastrahlung, osmotischer
Schock, Schwermetallionen, Membrandepolarisatiod UW-Strahlung® '** Die EGF-
Rezeptoraktivierung durch Membrandepolarisation Gammastrahlung geschieht tber
den intrazellularen Anstieg der Taonzentration und konsekutive Aktivierung der
PKC® 19 yv-Strahlung und osmotische Veranderungen fihibar Konformations-
anderungen der Zellmembran zu EGF-Rezeptordimarigieund -aktivierunt”.

Wird der EGF-Rezeptor durch die Vernetzung intlakler Signalkaskaden oder
durch die indirekte Freisetzung seiner Ligandernvagtt, spricht man allgemein von der
Transaktivierung des EGF-Rezeptors. Ein intrazékr Aktivierungsmechanismus tber
Wachstumshormonrezeptoren wurde 1997 von Yamauchil®* beschrieben. Dabei
aktiviert Jak2 den EGF-Rezeptor Uber die intraZils Phosphorylierung seiner
Tyrosinseitenkette Y 1068. Danach kann Grb2 bingleth MAP-Kinasen aktivieren. Die
zweite Moglichkeit der EGF-Rezeptortransaktivierureguht auf einer durch intrazellulare
Signale hervorgerufenen Aktivierung der Metallopasten, die die Liganden des EGF-
Rezeptors freisetzen. In diesem Zusammenhang kor®d--Rezeptortransaktivierungen
durch Aktivierung von Zytokin®®, Chemokin'®’, Fibronektin®*® 2% und G-Protein

gekoppelte Rezeptor - 243

identifiziert werden. Der Transaktivierung des ER&zeptors
durch die grol3e Gruppe der GPCRs kommt hier di@tgr@edeutung zu. Sie wird seit

circa 15 Jahren intensiv untersucht.
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1.4 Transaktivierung des EGF-Rezeptors durch G-Protein

gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren stellen die grdBtappe von membranstandigen
Rezeptoren dar. Sie bestehen aus sieben Transmetobranen, wobei das
carboxyterminale Ende intrazellular gelegefi*isEPCRs kénnen durch eine Reihe von
Stimuli, wie Licht, Duftstoffe, Neurotransmitter,ofmone und vasoaktive Substanzen
aktiviert werden. Die Ligandenbindung ruft konfotinaelle Anderungen hervor, dadurch
binden heterotrimere G-Proteine und konnen aktivieverden. Die o- und
By-Untereinheiten der G-Proteine aktivieren daraufhimirazellulare Adapter- und
Effektormolekile, wie die Adenylatzyklase, PLCR, trézellulare Kinasen und
Phosphataséh 1996 konnte gezeigt werden, dass GPCRs aucheu &ktivierung von
ERK/MAP-Kinasesignalwegen fiihrén Bis dahin stand die Aktivierung dieser mitogen
wirkenden Kinasen vor allem mit der Aktivierung deSF-Rezeptors in Zusammenhang.
Mit in vitro Experimenten konnte die Transaktivierung des E@EeRtors durch GPCRs
in verschiedenen Zelltypen belegt werden. Mithidles EGF-Rezeptor spezifischen
Inhibitors AG1478 konnte bei Aktivierung der GPCR den Liganden Acetylcholff,
Ang 11°%, Endothelin-1*", LPA™® und Thrombif*® die ERK/MAP-Kinaseaktivierung
verhindert werden. Damit wird ersichtlich, dasshattormone, die primér nicht mit der
Tumorentstehung in Verbindung standen, Uber didsansaktivierungsmechanismus zur
Tumorentwicklung Gber den EGF-Rezeptor beitragemka.

Die Transaktivierung des EGF-Rezeptors durch GPE&tiekt mit dem Anstieg der
intrazellularen CH-Konzentration und der Aktivierung der Proteinki@asC in
Verbindung. Eguchi at & und Flannery et & konnten zeigen, dass durch die
Inhibierung des Ca-Anstiegs und der PKC die EGF-Rezeptor vermittélidivierung
von ERK reduziert wurde.

Nach Aktivierung der GPCRs kann es auch zu eingivigkung von Metalloproteasen
kommen, die die Liganden des EGF-Rezeptors fregetDa das urspringliche, dem
Liganden des GPCRs entsprechende, Signal auf dweese dreimal Uber die
Zellmembran geleitet wird, findet sich in der La&ur auch der Begriffriple Membrane
Passing Signa{TMPS)%.

22



EINFUHRUNG: Transaktivierung des EGF-Rezeptors d@eRrotein gekoppelte Rezeptoren

1.4.1Membranverankerte Metalloproteasen

Bei den ADAMs handelt es sich um membranverankiglé¢alloproteasen. Extrazellular
befinden sich aminoterminal eine Metalloproteaseiloen eine Disintegrindoméne, eine
cysteinreiche Region und ein EGF-Motiv. Intrazeéltulbefinden sich Motive fir die
Signalverarbeitung und prolinreiche Regionen, dign&8proteine mit SH3-Domanen
binden kdnnen. Nur die ADAMSs, die ein HEXXH-Motin ithrer Metalloproteasedoméane
enthalten sind Kkatalytisch akffv Bislang konnten von den ADAMs 40 Subtypen in
Protozoen und Mammaliern beschrieben welfeiviele ADAMs spielen ausschlieBlich
in der Spermatogenese und der mannlichen Fertditi Rollé>. ADAMS, -9, -10, -11,
-12, -15, -17, -19, -22, -23, -28 und -33 sind irariMnaliern am haufigsten Uber alle
Organsysteme verteiff. ADAM2 und -3 spielen eine Rolle in der Fertilisst, ADAM23
konnte eine Rolle in der Gehirnentwicklung zugetetien werdet>. Wie bereits erwéhnt
spielen ADAM9, -10, -12, -15, -17 und -19 eine grdRolle in der Spaltung der EGF-
Rezeptorproliganden. Insofern &hneln die Krankb#der von ADAM-Knock-out-
Mausen denen der EGF-Rezeptorliganden-Knock-outsitad?

Uber die Regulation und Aktivierung der ADAMSs isslher wenig bekannt. Es gibt
Hinweise, dass die SH3-Doménehaltigen Proteine RNEZSPACSIN3 und Eve-1 durch

direkte Assoziation an die ADAMs an diesem Probegsiligt sind>> %2

1.4.2Triple Membrane Passing Signal

Das Modell des TMPS wurde in den letzten Jahrerdiierse Organsysteme untersucht.
Dabei fuhrt die Aktivierung eines GPCRs Uuber dietiikrung von ADAMs zur
Freisetzung der Liganden des EGF-Rezeptors (siebbilding 27, Seite 82). Es
resultieren die fir den EGF-Rezeptor typischenamdhlularen Signalwege. Mit der
Freisetzung der Liganden ist auch die Rezeptorgktimg durch Dimerisierung mit
anderen HER-Rezeptoren verbunden, die je nach éthteer Signale unterschiedlicher
Potenz erzeugen kbnnen.

Uber welchen Mechanismus die Aktivierung der ADAMsch G-Proteine geschieht,
konnte bislang nicht eindeutig geklart werden. Didibierung der an die ADAM
bindenden, SH3-Domanehaltigen Proteine Eve-1 un@3N3 zeigte eine nach GPCR-
Aktivierung ausbleibende EGF-Rezeptortransaktivightr' %2 Indirekt, tber die
Freisetzung der EGF-Rezeptorliganden, konnte #@rGIPCR vermittelte Freisetzung von
Ca™, PLC und ROS eine ADAM-Aktivierung gezeigt werden*’
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1.5 Ziel der Arbeit

Aus der Darstellung des Kenntnisstandes geht hedass das Magenkarzinom nach wie
vor eine schlechte Prognose hat. Besonders dasefaritvon Lymphknotenmetastasen ist
fur das Patiententberleben von entscheidender BatgpuObwohl die Tumortherapie in
den letzten 10 Jahren durch Tyrosinkinaseinhibitawder monoklonale Antikdrper mit
Angriffspunkten auf molekularer Ebene, wie beispadise Trastuzumab gegen HER2
oder Cetuximab und Panitumumab gegen den EGF-Rezepganzt wurde, blieb das
Magenkarzinom von diesem Trend bisher nahezu unfhesst.

Auf der Suche nach weiteren Therapiezielen odegriRrsemarkern riickte in den 90er
Jahren des 20. Jahrhunderts das Angiotensinsystederi Fokus. Das LAS konnte in
vielen Tumorgeweben, darunter auch das Magenkargzintachgewiesen werden. Im
Magenkarzinom konnte es mit der Metastasierungymgphknoten und der Prognose in
Zusammenhang gebracht werden. In anderen Tumoremtkoeine Angiotensin I
vermittelte EGF-Rezeptortransaktivierung nachgesvieserden.

Die durch den EGF-Rezeptor hervorgerufene Entstghfinsbreitung und Férderung
des Wachstums von Tumoren fiihrte zu der Annahmses diée im Magenkarzinom
gefundene AT1R-Expression, verbunden mit einemestitéren Uberleben, durch eine
Angiotensin Il vermittelte EGF-Rezeptortransaktivieg bedingt sein konnte.

DasZiel dieser Arbeit war es, eine mdgliche Verbindung zwischen dem uA& dem
EGF-Rezeptor im Magenkarzinom zu prufen und danmiere moglichen Weg der
Beteiligung des LAS an der Kanzerogenese des Mageinloms zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde die Methode der Immunprédiipibh etabliert. Sie sollte die
gezielte Untersuchung des EGF-Rezeptors ermdglicbem Kontrolle fir die EGF-
Rezeptorphosphorylierung erfolgte durch Untersughder Reaktion des EGF-Rezeptors
auf Zellstimulation mit EGF. Der Phosphorylierungsss des EGF-Rezeptors wurde nach
Angiotensin llI-Zugabe in die Zellkultur untersuchtber die Hemmung der Aktivierung
des EGF-Rezeptors mithilfe des spezifischen IntibitAG1478 wurde die Theorie der
EGF-Rezeptortransaktivierung untersucht. Eine Aoégerung der Angiotensin |-
Bindung, sowohl an den AT1R mithilfe von Olmesartals auch an den AT2R mithilfe
von PD123,319, sollte die Verantwortung von Angisia |l fur die EGF-
Rezeptorphosphorylierung belegen und den daflr teaalplich verantwortlichen
Angiotensinrezeptortyp identifizieren.
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Kapitel 2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1Chemikalien, Kits, Primer, Antikrper und
Zellstimulantien

Folgende Chemikalien wurden in dieser Arbeit versegnAcrylamid RotiphoreS§eGel 40
(Roth, Karlsruhe), Agatabs (Eurogentec, Kdln), At bovine Fraction V (BSA) (Serva,
Heidelberg), Ammoniumpersulfat (APS) (Sigma-AldricBteinheim), 3-Mercaptoethanol
und Coomassie-Brilliant blue (Serva, HeidelbergplotBurst Elektrophoresemarker
(Sigma-Aldrich, Steinheim), Dimethylsulfoxid (DMSQRoth, Karlsruhe), Dulbecco’s
PBS ohne C4 und Md" (PAA Laboratories, Colbe), Fotales Kéalberserum SFC
(Biochrom, Berlin), Elektrophoresemarker ColorBi¥st(Sigma-Aldrich, Steinheim),
Essigsaure (J.T. Baker, Griesheim), Ethidiumbronfleluka BioChemika, Buchs,
Schweiz), Ethylendiamintetraessigsdure DinatriumsaDihydrat (EDTA) (Roth,
Karlsruhe), Gewichtsstandard SmartLadder MW 17Q@0 bp (Eurogentec, Kdln), Glycin
und Glycerin (Merck, Darmstadt), HepG2-Zelllysat@behandelt (Alexis Biochemicals,
Lorrach) Isopropanol und Lammliprobenpuffer (2X) igia-Aldrich, Steinheim),
Methanol (J.T. Baker, Griesheim), biotinylierter Mkulargewichtsmarker (Sigma-
Aldrich, Steinheim), Natriumchlorid (Roth, Karlsme)y Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (Sigma-Aldrich, Steinheim), Protein A/Plug@arose (Calbiochem, Darmstadt),
Sodiumdodecylsulfat (SDS) ultra pure (Roth, Kais)y Streptavidin-Peroxidase
Polymer, Trizm& base (Tris), Triznfa hyodrochlorid (Tris-HCI) und TEMED (Sigma-
Aldrich, Steinheim), Trypsin-EDTA (PAA Laboratoriedlbe), Tween-20 (Sigma-
Aldrich, Steinheim), Zellkulturmedium VLE RPMI 1640(Biochrom, Berlin),
Zelllysepuffer (10X; 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150MhNaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM
EGTA, 1% Triton, 2.5 mM Natriumpyrophosphat, 1 mMGRB/cerophosphat, 1 mM
Na3Vv04, 1 ug/ml Leupeptin) (Cell Signaling TechrgtpFrankfurt a. M.)

Folgende molekularbiologische und biochemische Witsden verwendet: Bio-Rad.D
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Minchen), s&E™ Gel Drying System
(Invitrogen, Karlsruhe), NucleoSPHInRNA I Kit (Macherey-Nagel, Diiren), NBT/BCIP
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1-Step™ und SuperSigifaWest Pico (Pierce Biotechnology, Bonn), OmniscRyt Kit
und Tag PCR Core Kit (Qiagen, Hilden).

In der RT-PCR kamen die folgenden Primer zum Em4aGF-Rezeptor-F (TCT CAG
CAA CAT GTC GAT GG, | 60,4 °C) und EGF-Rezeptor-R (TCG CAC TTC TTA CAC
TTG CG, Ty 60,4 °C) (Operon Biotechnology GmbH, Kdln). 3-Akl (GCC ATG TAC
GTT GCT ATC CA, T 62 °C) und R-Aktin-R (CTC CTT AAT GTC ACG CAC GA,
Twm 62 °C) (Qiagen, Hilden).

Folgende Primarantikorper wurden fur die Arbeit wendet: Der polyklonale
Kaninchen anti-human EGF-Rezeptorantikdrper 10Gntgs Cruz, Heidelberg), mit den
Verdinnungen 1:1000 im Western Blot (WB) und 1:80der Immunprazipitation. Der
polyklonale Kaninchen anti-human EGF-Rezeptoramgikd (Cell Signaling Technology,
Franfurt a. M.), mit den Verdinnungen 1:1000 urisD@:im WB. Der monoklonale Maus
anti-human EGF-Rezeptorantikbrper 13G8 (Alexis Bamicals, Loérrach) mit den
Verdinnungen 1:1000 und 1:400 im WB. Der monoklendaus anti-human
Phosphotyrosin-Antikdrper 4G10 (Upstate Bioteclthv#albach) mit einer Verdinnung
von 1:2000 im WB. Der monoklonale Maus anti-hum@ui\ktin-Antikbrper AC-15
(Sigma-Aldrich, Steinheim) mit einer Verdinnung vdn2000 im WB. Folgende
polyklonale Sekundarantikorper aus der Ziege (aliena DAKO, Hamburg) wurden fir
die Arbeit verwendet: anti-Kaninchen IgG, HRP kajigrt (WB 1:2000), anti-Kaninchen
IgG, AP konjugiert (WB 1:1000) und anti-Maus IgGRA konjugiert (WB 1:1000).

Fur die Zellkulturexperimente wurden folgende Stmmiien und Inhibitoren
verwendet: AG1478 (Calbiochem, Darmstadt), Angistenl, EGF, PD123,319 (Sigma-
Aldrich, Steinheim) und Olmesartan (Daiichi-Sanyeuschland, Minchen).

2.1.2Verbrauchsmaterialien

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden verwendétnf), 1,5 ml und 2,0 ml Safe-Lock
ReaktionsgefaRe (Eppendorf, Hamburg), 5 ml Spri2@, Gauge-Nadel (B. Braun,
Melsungen), 10 ml und 25 ml Corniti@ostaf Stripett® (Sigma-Aldrich, Steinheim), 15
ml-Rohre und 50 ml-R6hre (Sarstedt, Numbrecht)c28 und 75 cm? Zellkulturflaschen
und 100*20 mm Zellkulturschalen (BD Falcon, Heidely), 96 Well Cost&r Assay
Mikroplatte (Fisher Scientific GmbH, Schwerte). t€ikinheit Puradisc 0,2 pum
(Whatmann, Dassel), Nitrozellulosemembran Hybond ®C(Amersham Biosciences,
Freiburg), Papierfilter (Schleicher & Schuell, Da$s Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran (Macherey-Nagel, Diuren), Zellschaber (TRRsadingen, Schweiz).
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2.1.3Geréate und Software

Unter Verwendung folgender Gerate wurde gearbeftbzug fur die Proteinbiochemie
(Kottermann, Utze-Hanigsen), Analysewaage (Ofigssouf™ Pine Brook, USA), C®
Inkubator (Sanyo Biomedical, Bad Nenndorf), DryE#s&el Drying System (Invitrogen,
Karlsruhe), Excel (Microsoft, Berlin), FaserfiltgiBio-Rad Laboratories, Muinchen),
GeneSnap-Software  und  GeneTools-Software  (Syngernangenfeld), Gel-
Dokumentationssystem G-Box (Syngene, Langenfeldd|el@ktrophoresekammer und
Heizblock  Digital Heatblock (VWR International GmpH Darmstadt),
Mikroplattenphotometer Multiskan Ascent (Thermo Hes Scientific, Langenselbold),
Mikroskop Eclipse ST100 (Nikon, Ddusseldorf), Mikrelle GRILL (Panasonic,
Hamburg), pH-Meter HI221 Calibration Check Micropessor (HANNA Instruments,
Kehl am Rhein), Spektralphotometer Genesys 10 U¥ RER SPRINT Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, Langenselbold), PowerRP#i0 Power Supply (Bio-Rad
Laboratories, Miinchen), Rotator Dynal MX1 (Invitesy Karlsruhe), Rittler PMS-1000
und Schwenker PMR-30 (Grant Instruments, Cambridg®f3britannien), SDS-PAGE-
System, Mini-Protean3 (Bio-Rad Laboratories, Mumjhe Sterilbank Microflow
Biological Safety Cabinet fur die Zellkultur (PEAn@H, Koblenz), Sterilbank fur die
RNA-Isolation (Clean Air Deutschland GmbH, Hilde®terilbank Hersa Safe Type HS9
fur die RT-PCR (Haraeus Instruments, Hanau), Theytler PX2 ThermoHybaid
(Thermo Fisher Scientific, Langenselbold), Ultrazémge Universal 320R (Andreas
Hettich, Tuttlingen), Wasserbad Typ 1003 (Gesel#fichfir Labortechnik mbH,
Burgwedel), Western-Blot-System Mini Trans-Blot ¢BRad Laboratories, Minchen),
Zellzahler Z1 Coulter (Beckmann Coulter, Krefeldentrifuge MLW T54 fir die
Zellkultur (Medizintechnik, Leipzig).

2.1.4L6sungen und Puffer

Folgende Puffer und Losungen wurden fur die Arlierivendet: Blockierungslosung (3%
BSA in 1X TBS), Blottingpuffer (25 mM Tris, 192 mi@lycin, 20% Methanol in diD,
pH 8,3), Coomassie-Farbeldsung (0,75% CoomasslkaBtiblue, 30% Methanol, 10%
Essigsaure in djD), 10X Elektrodenpuffer (0,25 M Tris-HCI, 1,92 My@in, 1% SDS in
dH,O, pH 8,3), Entfarbelosung (30% Methanol, 10% Essige in dHO),
Geltrockenpuffer (5% Ethanol, 5% Glycerin in b, Probenpuffer (0,01%
Bromphenolblau, 50% Glycerol in 1X TAE), SDS-Geliguf(0,75 M Tris, 3,33% SDS in
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dH,O, pH 8,45), Stripping-Puffer (2 M Glycin, 0,1% SDE0% Tween-20 in dyD, pH
2,2), 10X TAE-Puffer (0,5 M EDTA, 0,4 M Tris, 1,1%2 Essigsaure in di@®, pH 8,0),
10X TBS (0,075 M Tris, 0,4 M Tris-HCI, 1,5 M NaGi dH,0O) und TBST-Waschpuffer
(0,05% Tween-20 in 1X TBS).

2.2 Methoden

2.2.1Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinien und Kultivierung
MKN28 wurde von der Japan Health Science Founddtizssaka, Japan) bezogen. Diese

Zelllinie entspricht einem moderat differenzierterbularen Magenadenokarzinom und
besitzt eine Verdoppelungsszeit von 32 3td.

MKN45 wurde von der DSMZ - Deutsche Sammlung vorkmgorganismen und
Zellkulturen GmbH (Braunschweig) bezogen. Diesellided entspricht einem schlecht
differenzierten Adenokarzinom des Magens und besime Verdoppelungsszeit von
26 Std?®*. Die Zellen wuchsen halbadherent.

AGS wurde von der American Type Culture Collectidlanassas, USA) bezogen.
Diese Zelllinie entspricht einem Adenokarzinom d&sagens und besitzt eine
Verdoppelungsszeit von 20 Std.

NCI-N87 wurde von der American Type Culture Coliest(Manassas, USA) bezogen.
Diese Zelllinie wurde 1976 aus der Lebermetastageese gut differenzierten
Magenkarzinoms eines mannlichen Patienten isaliedt besitzt eine Verdoppelungsszeit
von 47 Std®*,

Die untersuchten Zelllinien wurden in 75 %#ellkulturflaschen bei 37 °C in 5%
CO.-haltiger Atmosphare kultiviert. Fir MKN28, AGS undCI-N87 wurde RPMI-
Medium mit 10% FCS, fur MKN45 RPMI-Medium mit 20% CB verwendet.
Mediumwechsel erfolgte alle 48 Std. Zellkulturassa¥elllyse zur Proteinanalyse und
RNA-Extraktion wurden durchgefihrt, sobald die Zsllin Einzelzellschicht auf dem
Boden der Zellkulturflasche grof3tmoégliche Konfluereagten: MKN28 und MKN45 ca.
90%, AGS 100% und N87 70%. Zum Passagieren deerz@lurden diese zuerst mit 10
ml PBS dreimal gesplilt, anschlieBend mit 5 ml Tnypsaximal 5 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von @A¥armem Medium beendet. Konnte

ein vollstandiges Ablésen der Zellen mithilfe deypsins nicht erreicht werden, wurden
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noch adherente Zellen mit einem Zellschaber votigicGtom Flaschenboden gelést und die
gesamten Zellen in einem 50 ml Tube pelletiert (L@IMinute, 5 Minuten). Um die

Kultur fortzufihren, wurde das durch Zentrifugatientstandene Pellet in 5 ml 37 °C
warmem frischem Medium resuspendiert und nach Medse Zellzahl eine Menge von

1x1C Zellen in die neue Flasche eingefiillt.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die Konservierung der Zellen bei -80 °C erfolgteemaellzdhlung durch Aliquotierung
der jeweiligen Zellsuspension in 1000 pl Medium 1@ Zellen, 10% DMSO). Die
Inkulturnahme der Zellen erfolgte durch Auftauemesi Aliquots bei 37 °C und
Uberfithrung der Suspension in eine 25°cfellkulturflasche mit 10 ml des jeweiligen
Mediums. Nach Anwachsen der ersten Zellen erfoégte Mediumwechsel. Die Zellen
wurden nach vollstandiger Konfluenz durch Ernte riitypsin in eine 75 cf

Zellkulturflasche uberfiuhrt.

2.2.1.3 Zellkulturexperimente

Fiar die Zellkulturexperimente erfolgte die Aussagleicher Zellzahlen in 10 cm-
Zellkulturschalen. Nach Erreichen gro3tmoglicher nBioenz erfolgte zunachst eine
24-stindige Inkubation der Zellen in FCS freiem Med Unmittelbar vor
Experimentbeginn wurde jede Schale dreimal mit 4PBE gespult. Die Stimulation der
Zellen erfolgte durch Zugabe des jeweiligen Stimslan 5 ml PBS mit 0,1% DMSO. Die
Zugabe von EGF erfolgte in den Konzentrationen 26, 100 und 200 ng/ml far
5 Minuten. FUr eine Konzentration von 100 ng/mbkgtfe eine Stimulation fur 2,5, 5, 8
und 10 Minuten. Angiotensin Il wurde in den Konzatibnen 10, 10° 107, 10® M fiir

8 Minuten eingesetzt. Bei gleicher Angiotensin brgentration (MKN45: 10 M,
MKN28: 10® M, AGS: 10’ M, N87: 10° M) erfolgte eine Stimulation fir 0, 2,5, 5, 8, 10,
15, 20 und 30 Minuten. Die Vorinkubation mit den gdatensinrezeptorantagonisten
Olmesartan und PD123,319 erfolgte fur 45 Minutent dem EGF-Rezeptorinhibitor
AG1478 fur 30 Minuten. Die anschliel3ende Zugabe 4@ ng/ml EGF bzw. Angiotensin
Il in entsprechender Konzentration erfolgte in den Inhibitor enthaltende Lésung fur
5 Minuten (EGF fir alle Zelllinien, IDM Angiotensin Il fir N87) bzw. 8 Minuten (10
M Angiotensin Il fir MKN45 und AGS, I®M fiir MKN28). Die Stimulation wurde durch
dreimaliges Spulen mit und grindliches Entfernem eskaltem PBS beendet.
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2.2.2Analyse der EGF-Rezeptorexpression auf mRNA-

Ebene

2.2.2.1 RNA-Extraktion aus Magenkarzinomzelllinien

Fur die Extraktion von RNA aus den Magenkarzinoifinedn MKN28, MKN45, AGS
und NCI-N87 wurde der NucleoSfifRNA I1-Kit nach den Empfehlungen des Herstellers
verwendet. Dazu wurden die Zellen nach der ErnteBRastimmung der Zellzahl pelletiert.
Um die Ausbeute bei gleichzeitig hoher Extraktiaraddat durch den Kit moglichst hoch
zu halten, wurden 1x£mis 5x16 Zellen wie folgt verarbeitet: Lysierung des Palldtirch
Zugabe von 350 ul RA1l-Puffer und 3,5 pdMercaptoethanol, Homogenisierung des
Lysates mit einer 20 G-Nadel, Filtration des Lysatiirch einen mitgelieferten Filter
(violetter Ring) und Zentrifugation bei 11000Xg fiirMinute. Anschliel3end erfolgte die
Zugabe von 350 pl 70-prozentigem Ethanol und dagdsi der RNA an eine NucleoSfin
RNA II-Saule (blauer Ring) durch Zentrifugation b#1000Xg fur 30 Sekunden. Es
erfolgte das Befreien der RNA von DNA, Membranteilend anderen festen Bestandteilen
durch Entsalzung der Membran mit 350 pl Membraranisigspuffer und Zentrifugation
bei 11000Xg fur 1 Minute, DNA-Verdau mit 95 pl eineus 90 pl Reaktionspuffer fur
rDNase und 10 pl rDNase hergestellten Lésung ukdbation bei Raumtemperatur fur
15 Minuten. Anschlie3end erfolgten die erste Wasghder Membran mit 200 ul RA2-
Puffer und 11000Xg fur 30 Sekunden, die zweite Wasg mit 600 ul RA3-Puffer und
11000Xg fur 30 Sekunden und die dritte Waschung2®@ ul RA3-Puffer und 11000Xg
fur 2 Minuten. Zuletzt wurde die RNA durch 60 ul Bdéfreies Wasser bei 11000Xg fur
1 Minute eluiert. Alle Schritte wurden auf Eis bzw.der auf 4 °C gekuhlten Zentrifuge

durchgefuhrt.

2.2.2.2 Messung der RNA-Konzentration

Um zu beurteilen, ob die Extraktion der RNA aus defellpellets der
Magenkarzinomzellen fur die Auswertung mittels RTHP geeignet war, wurde die
Reinheit der extrahierten RNA im Hinblick auf Veramigung mit Proteinen mit Hilfe des
Photometers bestimmit.

Dazu wurde die gewonnene RNA 1:40 in RNA-/DNA-/RBfasiem Wasser verdunnt.
Der Leerwert fur die Messung bestand aus reinem RDMA-/RNasefreiem Wasser. Die
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Konzentration der RNA wurde bei einer Wellenlangs 260 nm bestimmt und anhand
folgender Formel ermittelt (hier mit Konversiongfak= Verdinnungsfaktor = 40):
[RNA] = Absorptiones, nmX Konversionsfaktor x Verdinnungsfaktor

Gleichzeitig wurde die Menge an Verunreinigung @iuRroteine mit der Wellenlange
280 nm gemessen. Die Reinheit der extrahierten RIdAakzeptabel, wenn der Quotient
der Absorptionen A 260/A 280 Uber 1,40 lag. Dasit@pin lag bei 1,80.

Die Qualitat der RNA hinsichtlich Verunreinigungemt DNA wurde mithilfe eines
2 pl-Aliquots in einem 1,5-prozentigen Agarosegestbmmt. Die reine RNA stellte sich
mit zwei Banden bei 18S und 28S dar. Eine Verurgairtg mit DNA oder eine schlechte
Qualitat der extrahierten RNA lie3 sich an zu sarkHintergrund der Probe bzw. am

deutlichen Zuriickbleiben von Probenmaterial in@eltasche erkennen.

2.2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Fur die Herstellung eines Agarosegels wurden diatdgs (0,5 g/Tab) in entsprechender
Menge in 100 ml 1X TAE-Puffer quellen gelassen und 10 pl Ethidiumbromid
(10 mg/ml) versetzt, anschlielend in der Mikrowellefenweise aufgekocht, bis sich die
Agarose vollstandig geldst hatte und letztlich ghenalRig in eine Gelkammer gegossen.
Nach einer Aushértungszeit des Gels von 30 Minutevyrde es in eine
Gelelektrophoresekammer mit 0,5X TAE Laufpufferegglund mit der jeweils mit 2X
Probenpuffer im Verhaltnis 1:2 versetzten RNA-Prddzev. dem PCR-Produkt beladen
(100 V (konst), 30 Minuten, Raumtemperatur). Diehiditmbromidgefarbten
Nukleinsdurebanden wurden tber UV-Licht in der GeBaiografiert und ausgewertet.

2.2.2.4 Umschreibung der RNA in cDNA

Das Umschreiben der RNA in einzelstrangige cDNAlgteé mit dem Omiscript RT Kit.
Fir das Vorliegen der cDNA in einem Gesamtvolumen 25 pl wurde 1 pg der RNA in
einem Gesamtvolumen von 15 ul verdinnt, anschlgfeMinuten bei 63 °C inkubiert
und danach auf Eis abgekuihlt. AnschlieRend wurded s pl mit 10 pl Mastermix (2,5 ul
10X RT-Puffer, 2,5 pl dNTP-Mix, 0,3125 ul Oligo-(Primer, 0,3125 pl RNaseinhibitor,
1,25 pl Omniscript Reverse Transkriptase, 3,125 RNasefreies Wasser) versetzt
(Endkonzentrationen der Bestandteile: 1X RT-Pufdegs, mM je dNTP, 1 uM Oligo-(dT)-
Primer, 0,16 Units/pul RNaseinhibitor, 0,25 Unitsfpimniscript Reverse Transkriptase),
1 Std. bei 37 °C inkubiert, danach 5 Minuten bei°@3inkubiert, abschlieRend auf Eis
abgekunhlt und bei -20 °C eingefroren.
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2.2.2.5 Qualitative RT-PCR
Die qualitative RT-PCR wurde mit dem Tag PCR Coitealif dem PCR SPRINT Thermal

Cycler nach Herstellerangaben durchgefuhrt. FirGasamtvolumen je Probe von 20 pl
wurden 2,0 pl der cDNA mit 4,5 pl Mastermix (2 |1 & CoralLoad PCR Puffer (enthalt
15 mM MgC}), 0,4 pl dNTP-Mix (0,2 mM je dNTP), je 1,0 pl Pem 0,1 pl Tag DNA
Polymerase) und 13,5 pl RNasefreiem Wasser vers@nidkonzentrationen der
Bestandteile: 1X CoralLoad PCR Puffer (1,5 mM MgC0,2 mM je dNTP, 0,5 uM je
Primer, 0,5 Units Taqg DNA Polymerase).

Der Thermal Cycler durchlief folgendes Programmctn&ayed-Ahmad et &f9):
Initialdenaturierung (94 °C, 5 Minuten), Denatuneg (94 °C, 30 Sekunden), 5X
Annealing (60 °C, 45 Sekunden), DNA-Synthese (72 48 Sekunden), Denaturierung
(94 °C, 30 Sekunden), 25X Annealing (55 °C, 45 %e€lem), DNA-Synthese (72 °C,
45 Sekunden), finale Extension (72 °C, 5 Minutemj Abkuhlung auf 4 °C.

Das Produkt der RT-PCR wurde mit einem zweipropenti Agarosegel gegen den
GroRRenstandard SmartLadder Uberprift. Fir eine eBicly des Produktes erfolgte
einmalig eine Sequenzierung durch die Firma InvitekibH (Robert-Rossle-Str.10,
13125 Berlin-Buch).

2.2.3Proteinbiochemie

2.2.3.1 Proteinextraktion

Die Proteinextraktion aus den Magenkarzinomze8inMKN28, MKN45, AGS und NCI-
N87 wurde im Anschluss an dreimaliges Spulen nskadten, jeweils frischen PBS’
durchgefiihrt. Das Lysieren der Zellen erfolgte hiilfe eines kommerziell erhaltlichen
Zelllysepuffers, der kurz vor der Anwendung 1:1G ddHO und 1 mM PMSF versetzt
wurde. Eine ausreichende Puffermenge, um die Zwtlst zu bedecken, war bei in
Zellkulturflaschen gewachsenen Zellen 800 pl, beiZellkulturschalen gewachsenen
Zellen 350 pl. Nach der Inkubation (15 MinutenG) Wurde das Lysat in ein 2,0 ml Safe-
Lock Reaktionsgefall wUberfihrt und durch zehnmaligasrchziehen durch eine
20 G-Nadel die Lysierung verfeinert. Im Anschluss ene Zentrifugation (10000Xg,
10 Minuten) wurde der Uberstand in ein neues 2,@afé-Lock ReaktionsgefaR tberfiihrt
und eine Bestimmung der Proteinkonzentration dwefiligt. Alle Arbeitsschritte wurden

auf Eis bzw. in auf 4 °C gekuhlter Umgebung durdtige.
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2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung aus den Zelllysaten folgte Methode von Lowry®. Hierzu
wurde der kommerziell erhaltliche.[Protein Assay Kit wie folgt verwendet: 5 ul eines
aus BSA hergestellten Proteinstandards mit den &mtnationen 0,00, 0,25, 0,50, 1,00,
1,50, 2,00, 3,00 und 4,00 mg/ml, sowie 5 pl detlyste wurden als Doppelbestimmung
in eine 96-Well-Platte mit rundem Boden gegebe®010l Reagenz A wurden mit 20 pl
Reagenz S versetzt und je 25 pl dieser Mischungdem Proteinproben gegeben.
AbschlieRend wurde zu jeder Probe 200 ul Reagergedeben. Die Platte inkubierte
15 Minuten auf dem Ruttler. Die Proteinkonzentina¢éio wurden mit dem
Mikroplattenphotometer bestimmt. Gemessen wurde egeglen Proteinstandard
(Messwellenlange: 630 nm; Referenzwellenlange: @®). Nach der Proteinbestimmung
erfolgte die Weiterbearbeitung des Lysates in demunprazipitation oder eine
Aliquotierung der Lysate in 50 pg-Aliquote zur Ayse des Gesamtproteins. Die Aliquote
wurden bei -80 °C gelagert.

2.2.3.3 Immunprazipitation

Fur die Untersuchung der Transaktivierung des E@EeRBtors wurde die Methode der
Immunprazipitation (IP) etabliert. Zum besserenst@ndnis der im Ergebnisteil in Kapitel
3.1.4 beschriebenen Etablierungsschritte, wird hkerz auf die Theorie der IP
eingegangen. Die IP wurde hier eingesetzt, um anshéterogenen Zelllysaten, das EGF-
Rezeptorprotein abzutrennen und gezielt zu anabsie Eine schematische Darstellung
dazu zeigt Abbildung 3.

Der Arbeitsablauf der IP gestaltete sich, entspgrdider zugrunde liegenden Theorie,
folgendermal3en: Die Abtrennung des zu analysierertitleF-Rezeptorproteins erfolgte
mithilfe der Bindung an einen spezifischen Antikérgsiehe Abbildung 3, | und Kapitel
3.1.4.2). Fir diese Bindung war die Stochiometmésezhen Antigen und Antikérper zu
beachten, die durch eine Verdinnung des ZelllysaiiePBS verandert werden konnte
(siehe Kapitel 3.1.4.3). Die Zugabe von ProteingRappelter Agarose in die Suspension
(siehe Abbildung 3, 1l und Kapitel 3.1.4.4) erm@glie, tber die Interaktion deg-TFeils
der zur Prazipitation eingesetzten Immunglobulineit nem Protein G, das
Abzentrifugieren des zu analysierenden ProteinghésiAbbildung 3, Il und Kapitel
3.1.4.5). Um unspezifische Bindungen der Immundiobuwzu reduzieren, war es maglich,
eine Vorreinigung des zu préazipitierenden Lysatezunehmen (siehe Kapitel 3.1.4.2).

Dazu wurde zunéchst nur Protein A/Plus G-Agaroselem Lysat gegeben. Nach einer
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gewissen Inkubationszeit wurde die Suspension ifggigrt und der Uberstand wie oben
beschrieben mit Immunglobulinen versetzt. Abscldief3 erfolgt das dreimalige Spilen
mit PBS zur Reinigung des Prazipitates. Das zuyamakende Protein wurde aus der
Antigen-Antikorper-Protein A/Plus G-Agarose-Bindufrgigesetzt, indem die Probe mit
Lammliprobenpuffer versetzt und gekocht wurde (@iekbbildung 3, IV und Kapitel
3.1.4.6). Die Analyse des prazipitierten Proteindolgte nach SDS-PAGE, WB,

Immunfarbung und Chemolumineszenz.

h‘ Proteingemisch g *‘
{Q EGF-Rezeptorprotein

4 Anti-EGF-Rezeptorantikdrper

ﬁ Protein A/Plus G-Agarose

Abb. 3: Schema der EGF-Rezeptorimmunprazipitation

In das heterogene Proteinlysat wird der spezifisgimdyklonale Antikorper () und
Protein A/Plus G-Agarose (Agd)l) hinzugegeben. Die Bindung des Antikdrpers an das
EGF-Rezeptorprotein und die Bindung der Aga an detik8rper ermdglicht durch Spilung
mit PBS und Zentrifugatioiflll) die Abtrennung des EGF-Rezeptors. Durch Zugabe von
Lammlipuffer und das Erhitzen der Suspension auf 9%&€den Aga und EGF-Rezeptor-
protein getrennflV) . Danach kann das EGF-Rezeptorprotein im WB untatsuerden.

Bei dem hier dargestellten Protokoll handelt ed sim die Endfassung der Methode:
Im Anschluss an Zellkulturassays, Proteinextraktiomd Proteinbestimmung wurden
1000 pg Proteinlysat eingesetzt, um daraus den E€&Aeptor zu prazipitieren. Dazu
wurde zu dem entsprechenden Lysatvolumen der pmoigkt anti-human EGF-
Rezeptorantikdrper 1005 in einer Verdinnung vo® i@geben. Nach Inkubation auf dem
Rotator (4 °C, 2 Std.) wurde eine dem zweifachen Aletikdrpervolumens entsprechende
Menge Protein A/Plus G-Agarose hinzugegeben undlewnrd Rotator inkubiert (4 °C, tUber
Nacht). Am Folgetag erfolgte die Abtrennung deszipitates durch Zentrifugation
(3000 U/Minute, 4 °C, 30 Sek.) und Spulung mit elskm PBS (dreimal, je 1000 pul). Der
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erste Uberstand wurde zum Teil fir AnalysezwecKbeahrt. Nach der dritten Spulung
wurde das Prazipitat mit 41 pl kommerziell erworbr@n2X Lammliprobenpuffer versetzt
und gekocht (95 °C, 10 Minuten). AnschlielRend ward8 pl des Prazipitats in ein neues
0,5 ml Safe-Lock Reaktionsgefald uberfuhrt. NachcBomschung der Probe mithilfe der
Pipette wurden je 18,5 ul in 2 Gelen gleichzeitigroth SDS-PAGE, Western Blot,
Immunfarbung und Chemolumineszenz analysiert. Eindgr Gele wurden nach dem

Western Blot coomassiegefarbt und konserviert.

2.2.3.4 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Tabelle 3 zeigt die Gelzusammensetzungen bei viedshen Acrylamidkonzentrationen
fur jeweils ein Gesamtvolumen von 12 ml, das fi@&le der Dicke 0,75 mm ausreichte.

Tabelle 3: Acrylamidgele verschiedener Konzentratinen, Gesamtvolumen jeweils 12 ml.
Zusatzstoff | Sammelgel| Trenngel, | Trenngel, | Trenngel, | Trenngel,
4% 6% 8% 10% 16,5%
40% Acrylamid 1,2 ml 1,8 ml 2,4 ml 3ml 4,95 ml
SDS-Gelpuffer 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml
Glycerol - 2 mi 2 ml 2 mi 2 mi
dHO 6,8 ml 4.2 ml 3,6 ml 3 mi 1,05 mi
10% APS 120 pl 120 pl 120 pl 120 pl 120 pl
Temed 9 ul 8 ul 7 pul 6 ul 3 ul
Fir die Denaturierende Natriumdodecylsulfatpolysnydgelelektrophorese (SDS-

PAGE) wurde ein Gel der Starke 0,75 mm verwendset, sich aus einem vierprozentigen
Sammelgel und einem zehnprozentigen Laufgel zusasette. Zum Teil wurden auch
Laufgele von 6%, 8% und 10 bis 16,5% (nach Schaggal*®) mit dem vierprozentigen
Sammelgel kombiniert.

Die Proteinproben wurden 1:2 mit kommerziell erverbm 2X Lammliprobenpuffer
versetzt und gekocht (95 °C, 10 Minuten). Nach dgataden der Geltaschen mit jeweils
50 pg Protein wurde die Elektrophoresekammer bislianOberkante der Gele mit 1X
Elektrophoresepuffer befillt. Die Zusammensetzumy Hammer erfolgte analog zu
Abbildung 4. Bei jeweils konstanter Spannung wurdeerschiedene Laufzeiten
ausprobiert, bis das Endprotokoll etabliert warQ(30(konst) 45 Minuten; 180 V (konst)
100 Minuten).
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Abb. 4: Zusammensetzung der Elektrophoresekammer fiSDS-PAGE & Western Blot

Die Abbildung wurde adaptiert nach den Bedienuniggamgen des Mini-Protean3 SDS-
PAGE-Systems und des Trans-Blot-Systems (Bio-Raoladbries, Minchen).

2.2.3.5 Western Blot

Der Western Blot wurde nach der Tank-Blot-Methodectgefuhrt. Um die Proteine nach
der Immunfarbung in sichtbarem Licht darstellerkdunen, wurde eine PVDF-Membran
verwendet, welche zur Aktivierung fur einige Sekemdn Methanol gespllt wurde. Die
fur die Chemolumineszenz verwendete NC-Membran eaithige Sekunden in dd€
gespllt, bevor die zum Blotten verwendeten FiRampierfilter, die jeweilige Membran und
das die Proteine enthaltende SDS-Gel zur Aquilibrig fiir 10 bis 30 Minuten bei 4 °C in
Blottingpuffer eingelegt wurden. Zum Blotten mitndeMini Trans-Blot-System wurden
die Bestandteile wie auf Abbildung 4 zusammengef@gblottet wurde bei 4 °C und
100 V (konst) fur 70 Minuten. Anschlielend wurdea Blembranen bei 4 °C tber Nacht

in Blockierungslosung inkubiert.

2.2.3.6 Coomassiebrilliantblaufarbung

Nach abgelaufener Elektrophorese wurde das SDSH@el Nacht auf einem Schwenker
bei Raumtemperatur unter einem Abzug mit Coomaadiefosung inkubiert. Die

Entfarbung erfolgte unter stindlichem Wechsel detf&Ebelbsung lUber einen Zeitraum
von 5 Stunden. Zur Konservierung des coomassidgef&rSDS-Gels wurde dieses mit
Hilfe des DryEase™ Gel Drying Systems getrockneizdDwurde das Gel mithilfe des

Geltrockenpuffers zwischen zwei Cellophanfolierinen Halterahmen gespannt.
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2.2.3.7 Immunfarbung

Fir die Immunfarbung der Membranen wurde der Pam@6rper in Blockierungslosung
in entsprechender Konzentration verdinnt. Der eetsignde Sekundarantikorper wurde
in TBST-Waschpuffer verdinnt. Mit den Antikérpenigen inkubierte die Membran
jeweils lichtgeschutzt 1 Stunde bei Raumtemperét8rbis 20 °C). Zuletzt erfolgte das
Auftragen des jeweiligen Farbstoffes. Vor jedemsdreSchritte wurde die Membran
dreimal 10 Minuten in TBST gespililt.

Fur die Farbung der PVDF-Membran mit dem sich imhtiiaren Lichtspektrum
darstellenden Chromogen NBT/BCIP, wurde der mitkdkher Phosphatase gekoppelte
Sekundarantikdrper gewahlt. Das Chromogen inkubidit maximal 7 Minuten, die
Farbreaktion wurde durch kurzes Spulen der Memioraiii,O beendet.

Fur die Farbung der NC-Membran mit Chemoluminesz@@L) wurde der mit
Meerrettichperoxidase gekoppelte Sekundarantikérperwendet. Der biotinylierte
Molekulargewichtsmarker wurde getrennt von den dén@n mit der Streptavidin-
Peroxidase (1:30000 in PBS mit 0,1% BSA) inkubi&ie Darstellung der Protein- und
Markerbanden erfolgte durch Inkubation mit dem Cblemineszenzreagenz
SuperSigndl West Pico in der Dunkelkammer der G-Box. Nach bationszeiten von 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 und 50 Minuten wuigeMembran, unterstitzt durch die
GeneSnap-Software, digital fotografiert. Die anmflénde Quantifizierung der Bilder

erfolgte mit der GeneTools-Software.

2.2.3.8 Antikorperentfernung von der NC-Membran

Die NC-Membran wurde 90 Minuten mit dem Strippinfipu auf dem Ruttler bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurden dist® des Puffers durch Spuilung mit
dH,O entfernt und die Membran Uber Nacht bei 4°C iocRierungslésung blockiert. Am

Folgetag wurde eine erneute Immunfarbung und ECGthdyefihrt.
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2.2.4Statistische Auswertung

Fur die Auswertung der ECL-Aufnahmen wurden died8&il mithilfe der GeneTools-

Software analysiert und in Excel verarbeitet.

2.2.4.1 Bildanalyse

Die Analyse der ECL-Aufnahmen erfolgte mit der GEm@s-Software. Zunachst wurden
die mithilfe der GeneSnap-Software aufgenommenerndeBi in GeneSnap auf
Ubersattigung gepriift. AnschlieRend wurden die Abfmen, die gerade noch nicht
Ubersattigt waren, in GeneTools vermessen. Die ¥ssamg der durch den 4G10-
Antikorper und durch den 13G8-Antikorper erzeugte@L-Aufnahmen erfolgte far

MKN28 und MKN45 an jeweils gleichen Belichtungseeit Fir N87 und AGS wurden die
gerade noch unUbersattigten 4G10-Aufnahmen mit de&G8-Aufnahmen nach
50 Minuten verglichen. Die Messung der Intensitét dlichtbanden erfolgte mit der
»Rolling Disk-Einstellung fur die Basislinie. Der Radius wurtie alle Messungen auf
30 Pixel festgelegt. Das Programm erzeugte Dezahédn, die von ihm als Raw

Volumé bezeichnet wurden.

2.2.4.2 Auswertung der Daten

Die Auswertung derRaw Voluméerfolgte in Excel. Die Daten aus der 4G10-Aufna&m
und der 13G8-Aufnahme wurden fir jeden Messtagjede Proteinbande durch Division
normiert (siehe Formel (1) in Kapitel 3.1.6). Fire dZeitverlauf-Experimente mit
Angiotensin |l erfolgte eine zusatzliche Normierwalter Zeitpunkte eines Messtages auf
den Zeitpunkt 2,5 Minuten (siehe Formel (4) in KapB.1.6), die Experimente mit EGF
wurden analog auf den Zeitpunkt 0,5 Minuten nortiBre Darstellung der Experimente
erfolgte unter Beachtung aller Messtage durch @ie 25., 50., 75. und 90. Perzentile

enthaltende Boxplots. Die Signifikanztestung ert®Iidgurch den Wilcoxon-Test.
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Kapitel 3 Ergebnis und Diskussion I:
Etablierung der molekularbiologischen und

proteinbiochemischen Methoden

3.1 Ergebnisse

3.1.1Etablierung des EGF-Rezeptor mMRNA-Nachweises

Die Primerauswahl fir den molekularbiologischen IiNeeis des EGF-Rezeptors erfolgte
auf der Grundlage einer Literaturrecherche. DienBrj sowie das Protokoll der RT-PCR,
wurden aus der Literattf® lbernommen. Die Auswahl erfolgte hinsichtlich zevisi

Gesichtspunkten: Das PCR-Produkt sollte eine sinhehweisbare Grol3e besitzen (hier:

473 bp) und zudem exonuberspannend sein (hier: Exns Exon 8).

3.1.2Etablierung des EGF-Rezeptorproteinnachweises

Das in der Arbeitsgruppe bereits etablierte SDS-BARotokoll verwendete ein
sogenanntes Schagger-8&lwelches aus einem vierprozentigen Sammelgel imetre
zweischichtigen (10%/16,5%) Trenngel besteht (15@0vVMin, 170 V 120 Min). Dies
fuhrte nicht zu einer zufriedenstellenden Darstgjldes EGF-Rezeptorproteins. Zunéchst
erfolgte eine Umstellung von angelegter Spannundy Dauer (150 V 30 Min + 140 V
180 Min/130 V 180 Min vs. 100 V 45 Min + 130 V 20@in/ 140 V 180 Min/150 V
180 Min/160 V 180 Min) ohne nennenswerte Besserdeg Ergebnisses. Das Auspro-
bieren unterschiedlicher Gelzusammensetzungen (8&gem4%/Trenngel 10% bzw.
4%/8% und 4%/6%) in Kombination mit Verdnderungen angelegten Spannung und der
Gellaufzeit fuhrten schlie3lich zu einer zufriedeiend scharfen Darstellung der EGF-
Rezeptorbanden nach SDS-PAGE in einem 4%/10% ®6IY{145 Min, 180 V 100 Min).
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3.1.3Etablierung der Immunfarbungen

3.1.3.1 Etablierung der EGF-Rezeptorimmunfarbung mit einfachen
Chromogenen

Die Etablierung der EGF-Rezeptorimmunfarbung eteolguf einer PVDF-Membran und
mit dem im sichtbaren Licht darstellbaren ChromoddBT/BCIP. Verwendung fand
zuerst der polyklonale Anti-EGF-Rezeptorantikdrmer Firma Cell Signaling (siehe
Abbildung 5). Den Empfehlungen des Herstellers dalty wurde der Antikérper in der
Blockierungslésung der Membran verdiinnt. Zunachste eine Verdiinnung von 1:1000
in 5% Milchpulverlosung mit 0,1% Tween-20 und eifrkubation von 1 Std. bei
Raumtemperatur gewahlt. Bis zu einem zufriederstddén Ergebnis erfolgte die
Optimierung von Blockierungslosungen (3% und 5% BSAv. 3% und 5% Milchpulver
in 1X TBS, jeweils mit und ohne Zugabe von 0,1% &n0),
Antikodrperinkubationsbedingungen (1 Std. bei Raunperatur bzw. Giber Nacht bei 4 °C),
Primarantikdrperverdiinnungen (1:1000, 1:500, 1:2%®d Verdlinnungen des AP
gekoppelten Sekundéarantikdrpers (1:1000, 1:500s Deste Ergebnis auf der PVDF-
Membran wurde nach einer Blockierung mit 5% Milclyeu in 1X TBS mit 0,1%
Tween-20 bei 4 °C Uber Nacht erzielt. Die ansclelirele Immunfarbung erfolgte mit der
Kombination Primarantikérperverdinnung 1:1000, $&lurantikdrperverdiinnung 1:1000

und jeweils 1 Std. Inkubation bei Raumtemperatur.
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Abb. 5: Chromogene Immunfarbung mit dem Antikorper von Cell Signaling.

Die Farbungen erfolgten auf PVDF-Membran mit eisakundarantikbrperverdiinnung
von 1:1000 in 1X TBSTLinks: Die Etablierung der Primarantikérperverdiinnung em d
angegebenen Konzentrationen an 50 pg Gesamtproiin Zelllinie MKN45. Die
Inkubation erfolgte in 5% Milchpulver in 1X TBS UbgiStd. bei Raumtemperatur. Die mit
(*) gekennzeichnete Farbung inkubierte Uber Naehtdh°C. Rechts: Immunfarbung von
50 pg Gesamtprotein aller Zelllinien (HepG2 dients Rositivkontrolle) mit einer
Priméarantikdrperverdiinnung von 1:1000 in 5% Milckpuin 1X TBS uber 1 Std. bei RT.
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3.1.3.2 Etablierung der Immunfarbung mit Chemolumineszenz

Fur die Etablierung der ECL wurde der Antikdrpenv@ell Signalling nach dem Western
Blot auf einer NC-Membran in Verbindung mit einem Rl gekoppelten
Sekundarantikorper eingesetzt. Nachdem die Uberaeates Protokolls der Immunfarbung
laut 3.1.3.1 ein nicht zufriedenstellendes Bildeeigte, wurden auch in diesem Fall fir die
Immunfarbung verschiedene Kombinationen von Blatkigslésungen, Primar- (1:100,
1:500, 1:1000) und Sekundarantikdrperverdinnungef0000, 1:20000, 1:10000, 1:5000,
1:2000, 1:1000, 1:500, 1:250) uberprift. Die Ergédgntrolle erfolgte Gber Bildaufnahmen
nach verschiedenen Belichtungszeiten. Unter opgimBledingungen (Blockierung mit 3%
BSA in 1X TBS, Priméarantikorper 1:500, Sekundataimper 1:500, Inkubationszeit je
1 Std.) zeigten sich nach 10 Minuten Belichtungszgit sichtbare Banden (siehe
Abbildung 6).
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Abb. 6: ECL-Immunfarbung mit dem Antikérper der Firm a Cell Signaling.

Dargestellt sind die Aufnahmen nach 50 Minuten @&#lingszeitLinks: Die Etablierung der
Priméar- und Sekundéarantikdrperverdiinnung in deregelgenen Konzentrationen an 50 pg
Gesamtprotein der Zelllinie MKN45Rechts: Primarantikdrperverdinnung 1:500 in 3% BSA
und 1X TBS, Sekundarantikdrperverdiinnung 1:500 inTBS mit 0,1% Tween-20. 50 ug
Gesamtprotein der Zelllinie HepG2 dienten als Pdsittrolle.
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3.1.3.3 Etablierung der EGF-Rezeptorimmunfarbung mit dem
polyklonalen Anti-EGF-Rezeptorantikdrper 1005

Im Laufe der Optimierungsversuche der Immunpréaigin wurde vermutet, dass der
Anti-EGF-Rezeptorantikorper von Cell Signalling neme schwache Antigenbindung

aufweist. Daraufhin wurde ein anderer Antikdrpen ter Firma Santa Cruz bezogen und
zunachst in der Immunfarbung etabliert. Die Optmng der Farbung mit dem

polyklonalen Anti-EGF-Rezeptorantikdrper 1005 eggfel nach SDS-PAGE von je 50 ug
Protein aus Gesamtzelllysaten und Western Bloplgeffon ECL. Die Optimierung der

Blockierungslésungen (3% Milchpulver/3% BSA in 1X83) und der Primarantikorper-

verdinnungen (1:1000, 1:500, 1:250) erfolgte jesveil Kombination mit verschiedenen

Sekundarantikérperverdinnungen (1:1000, 1:500). etJnbptimalen Bedingungen

(Blockierung mit 3% BSA in 1X TBS, Primarantikorpdr1000, Sekundarantikdrper

1:1000, Inkubationszeit je 1 Std.) zeigten sichhnd® Minuten Belichtungszeit gut

sichtbare Banden (siehe Abbildung 7).
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Abb. 7:  Immunfarbung mit dem polyklonalen Anti-EGF- Rezeptorantikdrper 1005.

Links: Die Priméarantikdrperaustestung in den angegebeverinnungen an 50 pg
Gesamtprotein der Zelllinie MKN28 nach 20 Minutenli@#ungszeit. Sekundarantikdrper-
verdiinnung 1:50Rechts: Die Immunfarbung (Primar- und Sekundarantikorpetuanung
1:1000) von je 50 pg Gesamtprotein aller vier wsuehten Zelllinien nach 40 Minuten
Belichtungszeit. 50 pg Gesamtprotein der ZelllinepB2 dienten als Positivkontrolle.
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3.1.3.4 Etablierung der Immunfarbung mit dem monoklonalen Anti-

Die Etablierung des Anti-Phosphotyrosinantikorpé€10 erfolgte mit ECL nach SDS-
PAGE von je 50 pug Protein aus Gesamtzelllysaten \Wadtern Blot. Es erfolgte die
Optimierung der Blockierungslosungen (3% Milchpul@& BSA in 1X TBS) und der
Primarantikérperverdinnungen (1:1000, 1:2000, 10¥0O@weils in Kombination mit

verschiedenen Sekundarantikorperverdinnungen (Q@;10D2000, 1:4000, 1:8000,
1:16000). Unter optimalen Bedingungen (Blockierumgt 3% BSA in 1X TBS,

Primarantikorper 1:2000, Sekundarantikdrper 1:20@Qubationszeit je 1 Std.) zeigten

Phosphotyrosinantikdrper 4G10

sich nach 10 Minuten Belichtungszeit gut sichttBaeden (siehe Abbildung 8).
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Abb. 8: Immunfarbung mit dem
monoklonalen Anti-Phosphotyrosin-
antikdrper 4G10.

Oben: Die Verdinnung von Primar-
und Sekundarantikorper an 50 pg
Gesamtprotein  der Zelllinie N87,
dargestellt nach 20 Minuten
Belichtungszeit. Links: Die Immun-
farbung  (Priméar- und  Sekundéar-
antikdrperverdiinnung 1:1000) von je
50 ug Gesamtprotein aller vier unter-
suchten, unbehandelten Zelllinien mit
dem 4G10-Antikérper nach 30 Minuten
Belichtungszeit. 50 pg Gesamtprotein
der Zelllinie HepG2 dienten als
Positivkontrolle.



ERGEBNIS & DISKUSSION | - ETABLIERUNG DER METHODEN: Ergebs&s

3.1.3.5 Etablierung der EGF-Rezeptorimmunfarbung mit dem
monoklonalen Anti-EGF-Rezeptorantikorper 13G8

Die Etablierung des monoklonalen Anti-EGF-Rezepttkérpers 13G8 erfolgte mit ECL
nach SDS-PAGE von je 50 pg Protein aus Gesamtzatdy und Western Blot. Es
erfolgte die Optimierung der Primarantikdrpervenaingen (1:1000, 1:500, 1:250) und
der Sekundarantikorperverdinnungen (1:1000, 1:5Qbjter optimalen Bedingungen
(Blockierung mit 3% BSA in 1X TBS, Primarantikorpdr1000, Sekundarantikdrper
1:1000, Inkubationszeit je 1 Std.) zeigten sichhnd® Minuten Belichtungszeit gut
sichtbare Banden (siehe Abbildung 9).
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Abb. 9: Immunfarbung mit dem Anti-EGF-Rezeptorantik érper 13G8.

Links: Die Primarantikdrperaustestung in den angegebeviermdinnungen an 50 ug
Gesamtprotein der Zelllinie MKN28 nach 40 Minutenli@gungszeit. Sekundarantikérper-
verdinnung 1:50(Rechts: Die Immunfarbung (Primar- und Sekundarantikdrpetuanung
1:1000) von je 50 pug Gesamtprotein aller vier wsuenten Zelllinien mit dem 13G8-
Antikérper nach 30 Minuten Belichtungszeit. 50 pgs@mtprotein der Zelllinie HepG2
dienten als Positivkontrolle.

Aufgrund der geringeren EGF-Rezeptorkonzentratiaachn der Immunprazipitation,
erfolgte wahrend der Etablierung der IP die Optiomg der Immunfarbung mit 13G8 an
Western Blots mit dem prazipitierten EGF-Rezeptaigin. Gut sichtbare Banden nach
einer Belichtungszeit von 10 Minuten konnten urgkichen Bedingungen fur MKN45,
MKN28 und N87 (Blockierung mit 3% BSA in 1X TBS, iP@rantikérper 1:400,
Sekundarantikdrper 1:2000, je 1 Std. Inkubationtszsireicht werden. Die bereits im
Gesamtzelllysat bei AGS aufgefallene geringere EReEeptorkonzentration erforderte
eine starkere 13G8-Konzentration nach der IP (B&okg mit 3% BSA in 1X TBS,
Primarantikdrper 1:300, Sekundarantikérper 1:208Q, Std. Inkubationszeit).

44



ERGEBNIS & DISKUSSION | - ETABLIERUNG DER METHODEN: Ergebs&s

3.1.3.6 Etablierung der Immunfarbung mit dem monoklonalen Anti-R3-
Aktinantikorper AC-15

Die Etablierung des monoklonalen Anti-3-Aktinantiérs AC-15 erfolgte mit ECL nach
SDS-PAGE von je 50 pug Protein aus Gesamtzelllysagefolgt von Western Blot. Es
erfolgte die Optimierung der Priméarantikérpervendingen (1:1000, 1:2000, 1:4000) und
der Sekundéarantikorperverdinnungen (1:1000, 1:2000{000). Unter optimalen
Bedingungen (Blockierung mit 3% BSA in 1X TBS, Pérantikorper 1:4000, Sekundar-
antikorper 1:2000, je 1 Std. Inkubationszeit) zangsich nach 10 Minuten Belichtungszeit
gut sichtbare Banden (siehe Abbildung 10).
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Abb. 10: Immunféarbung mit dem monoklonalen Anti-3-Aktinantikdrper AC-15.

Links: Die Verdinnung von Primar- und Sekundarantikdigers0 pg Gesamtprotein der
Zellinie  MKN45 nach 10 Minuten BelichtungszeitRechts: Die Immunfarbung
(Priméarantikdrperverdiinnung 1:4000, Sekundaramgigdrerdinnung 1:2000) aller vier
untersuchten Zelllinien mit dem AC-15-Antikdrperchal0 Minuten Belichtungszeit. 50 ug
Gesamtprotein der Zelllinie HepG2 dienten als Pdsititrolle.

3.1.3.7 Etablierung des Strippings der immungefarbten NC-Menbranen

Fiur die spatere Auswertung der Experimente mitlaenunprazipitation wurde versucht
eine Strippingmethode fir NC-Membranen zu etablie®afir wurde die Membran zum
Entfarben 90 Minuten in dem Strippingpuffer geschkieund nach einer erneuten
Blockierung, Uber Nacht bei 4°C, am Folgetag mitdeaen Primér- und

Sekundarantikérpern eingefarbt. Ein probeweiseshféaloen der gestrippten Membranen
nur mit dem Sekundarantikorper, liel3 ein Verbleibdes Primarantikdrpers trotz
Strippings auf der Membran beobachten. Dem Beispiel Casalino-Matsuda et 4.

folgend, wurde daraufhin auf das Membranstrippietgichtet.
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3.1.4Etablierung der EGF-Rezeptorimmunprazipitation

Fur die Etablierung der IP wurden die Zellen derlllidee MKN45 nach einer
Literaturrecherche (siehe Anhang) mit EGF fur 5 idén stimuliert (siehe Kapitel
3.1.4.1). Die daraus resultierende Phosphorylierdag EGF-Rezeptors wurde in der
Immunfarbung mit dem Anti-PhosphotyrosinantikorpdG10 detektiert und zum
Nachweis der Rezeptoraktivierung verwendet. Zurofieeder Methode siehe Kapitel
2.2.3.3.

Zur Prazipitation des EGF-Rezeptors aus dem Pigsain wurde zunéchst der
polyklonale EGF-Rezeptorantikérper der Firma Ceafjndlling nach den Empfehlungen
des Herstellers in einer Verdinnung von 1:50 in P0QZelllysat eingesetzt. Um den
Verbleib des EGF-Rezeptorproteins nachverfolgerkdmnen, wurde der vor der ersten
Waschung des Prazipitates entnommene Uberstand ilfenitvon SDS-PAGE,
Immunfarbung und Chemolumineszenz analysiert. Diglyse des Prazipitates fuhrte
zunachst zu keinem erfolgreichen Nachweis einer -BR8geptorphosphorylierung. Es
erfolgte daraufhin die Erh6hung der zur Zellstiniola eingesetzten EGF-Menge und die
Optimierung der zur Prazipitation eingesetzten Kirper, Zelllysatkonzentration und

Protein A/Plus G-Agarosemenge, sowie der Durchfifpsbedingungen.

3.1.4.1 Erh6éhung der EGF-Konzentration zur Zellstimulation

Die Literaturrecherche ergab bei einer durchsdietitn Stimulationszeit von 5 Minuten

Konzentrationen von 1 bis 100 ng/ml EGF fiur diel&ehulation. Hier wurde zun&chst

mit einer Konzentration von 10 ng/ml begonnen, doer 20 ng/ml und 30 ng/ml auf

50 ng/ml gesteigert wurde. Bei 50 ng/ml EGF kambes,gleichzeitiger Veranderung der
ubrigen Parameter, zu einem schwachen Signalnash&@i verbesserter Nachweis der
EGF-Rezeptorphosphorylierung konnte nach Zellstathoth mit 100 ng/ml EGF erreicht

werden (siehe Abbildung 11).
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Abb. 11: Vergleich der zur IP-Etablierung eingsetzten EGF-Konzentrationen.

Dargestellt sind die Immunfarbungen mit dem AnteBphotyrosinantikérper 4G10 in der
Verdinnung 1:1000 nach 40 Min. Belichtungszeit. uselarantikorper links 1:750, rechts
1:500. Die Stimulierung mit 100 ng/ml EGF fuhrtestérker hervortretenden Banden.

3.1.4.2 Ermittelung geeigneter Antikorper und Festlegung de
eingesetzten Menge

Um das durch die Steigerung der EGF-Konzentratiorieke Ergebnis weiter zu
verbessern, wurde die Lange der Antikorperinkulmatieerandert. Es erfolgte eine
Variation der Antikoérpervorinkubationszeiten (1 $t@ Std., 3 Std., Uber Nacht) vor
Agarosezugabe, sowie der Inkubationszeiten nacho&gaugabe (2 Std. nach néachtlicher
Antikorpervorinkubation, tUber Nacht). Diese MaRnahnfuhrten nur zu geringgradig
verbesserter Relation von EGF-Rezeptorprotein ind@zipitat verglichen mit der
zuriickbleibenden Menge im Uberstand. Eine Vorreingy des Lysates mit Agarose
(90 Minuten Inkubation), sowie die in Kapitel 3.34eschriebene Lysatverdinnung mit
PBS, zeigten kein verbessertes Ergebnis.

Zur genaueren Ursachenanalyse erfolgte die gesturfiiersuchung eines einzigen
Ursprungslysates (siehe Abbildung 12, rechts). Analyse der IP ohne Spulung mit PBS
(siehe Abbildung 12, 1Il) und des Uberstandes @i@bbildung 12, V) zeigten nahezu
identische Ergebnisse, wahrend nach der Spulungdespitates (siehe Abbildung. 12, I1)
kein Signal durch die ECL sichtbar wurde. Letztedestete darauf hin, dass kein EGF-
Rezeptorprotein in der Probe verlieben zu seineschits wurde auf eine nicht ausreichend

starke Bindung von Antikdrper und Epitop geschlasdgm eine starkere Bindung von
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Antikdrper und Epitop zu beginstigen, wurde dagedchtet, die Probeschonender zu
verarbeiten, insbesondere wahrend der Waschschritte

Um auszuschlieRen, dass der zum Prazipitieren sttmje AntikOrper fur die
schwache Bindung verantwortlich war, erfolgte zud#sn Wechsel auf den polyklonalen
EGF-Rezeptorantikorper 1005 der Firma Santa Crig HDnktion des Antikdrpers wurde
zunachst in SDS-PAGE, Western Blot und Chemolunzimes von Gesamtzelllysaten
uberpruft (siehe Kapitel 3.1.3.3). Bereits hier tééai sich eine Uberlegenheit gegeniiber
dem Produkt von Cell Signaling an, da der Antikdrjpeeiner Verdiinnung von 1:1000
eine starke Detektion des EGF-Rezeptorproteing@ZuNergleiche dazu Abbildung 6 und
Abbildung 7).

Santa Cruz empfahl den Einsatz von 1 bis 2 pg Anpidr far die IP aus 1000 pg
Protein. 2 pg entsprachen bei der gelieferten Katnzgon einem Volumen von 10 pl. Um
Verbrauch und Kosten fur die Methode einzuschrankemde zunéachst entsprechend dem
vorherigen Protokoll eine Verdinnung von 1:50 auds d1000 pg enthaltende
Proteinvolumen eingesetzt. Es ergab sich ein sichelnweisbares EGF-Rezeptorsignal im

Prazipitat, welches jedoch weiterhin stark untem drlusten im Uberstand lag (siehe

Abbildung 12, links).
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Abb. 12: Proteinverluste im Uberstand und Untersuchag der IP-Zwischenschritte.

Links: IP mit einer Antikdrperverdinnung von 1:50 auf da800 pg enthaltende
Proteinvolumen. Stimuliert wurde mit 50 ng/ml EGh Vergleich zu dem préazipitierten
Proteinen, ist die im Uberstand (US) zuriickbleilemMdenge um ein Vielfaches erhoht.
Rechts: Innerhalb einer SDS-PAGE wurde unbehandeltes Lyagt (ysat nach
Antikorperzugabe (1), Lysat nach Antikérper- und Amgezugabe ohne Spllung mit PBS
(1N, Lysat nach Antikérper- und Agarosezugabe r8iptlung mit PBS (Il) und der
Uberstand vor der ersten Spulung (IV) miteinanderghichen. Alle Immunfarbungen
erfolgten mit dem Anti-Phosphotyrosinantikdrper 4€GIn der Verdiinnung 1:1000,
Sekundérantikdrper 1:500.
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Die in Kapitel 2.2.3.3 und 3.1.4.3 beschriebenedidanung des Lysates mit PBS
fuhrte auch nicht zu einer gesteigerten Antigenreeimg Prazipitat verglichen mit dem
Uberstand (siehe Abbildung 13).

Diesen brachte schlie3lich eine Konzentrationssteigg des Antikorpers (1:50, 1:40,
1:30, 1:20), prazipitiert mit jeweils dem 2,5- untifachen Agarosevolumen des
Antikdrpervolumens (siehe Abbildung 14). Eine A#tigerkonzentration von 1:20,
bezogen auf das 1000 pg enthaltende Gesamtpraaimbfumen, fuhrte schliel3lich zu

einem wesentlich starkeren EGF-Rezeptorsignal i&zipitat, verglichen mit dem EGF-
Rezeptorsignal im Uberstand.

3.1.4.3 Festlegung von eingesetzter Proteinlysatmenge und nfigen-
konzentration

Das Ergebnis der Prazipitation kann auch durchAaitigeniiberangebot verschlechtert
sein. Um die Stochiometrie zwischen Antikorper uxittigen zu verbessern, erfolgte der
Versuch der Verdiinnung des Proteinlysates mit P8Slen Faktor 1:2 und 1*4* Bei

gleichbleibender Antikorpermenge zeigte sich eirerefierschlechtertes Ergebnis mit

zunehmender Antigenverdinnung (siehe Abbildung D3yaufhin wurde die Etablierung
mit unverdinntem Proteinlysat fortgesetzt.

Lysat 1:2
Lysat 1:4

—
=
-
©
2,
-

170 Abb. 13: Verdinnung des Proteinlysates

mit PBS zur Ermittelung geeigneter
Antigenmengen.

Verdinnung des zur IP eingesetzten
Proteinlysates mit PBS in den angegebenen
Konzentrationen. Die  Immunfarbung
erfolgte mit dem Anti-Phosphotyrosin-
antikdrper 4G10 in der Verdinnung
1:1000, Sekundérantikérper 1:500.

Cell Signaling empfahl fur die IP 200 pl Gesamiyelt zu verwenden. Nach dem
Wechsel auf das Produkt von Santa Cruz wurde, d@stéllerempfehlungen folgend, zur
Durchfuihrung der IP eine Proteinmasse im Lysat 400 pg verwendet. Als zuséatzlicher
Arbeitsschritt erfolgte daraufhin die Aufnahme @epteinbestimmung nach Lowr fiir
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die Analyse eines jeden Proteinlysates in das &®Roll. Die Mindestkonzentration zur

Durchfiihrung der Prazipitation wurde auf 3,0 pdgstgelegt.

3.1.4.4 Ermittelung der eingesetzten Menge der Protein A/RIs G-

Agarosesuspension

Das Protokoll von Cell Signaling sah die Zugabeeeotem 0,1-fachen des Lysatvolumens
entsprechenden Menge einer 50-prozentigen Agarsgession vor. Die nach
Literaturrecherche ausgewahlte Protein A/Plus Grdggsuspension (Aga) der Firma
Calbiochem lag in 33-prozentiger Suspension vom&asprechend wurde die fur die
Prazipitation eingesetzte Menge der Agarosesuspensn den Faktor 1,52 (=0,5/0,33)
erhoht.

Um den Aga-Verbrauch zu optimieren, wurde die Begudf3e zur Berechnung der
Aga-Menge umgestellt. Die eingesetzte Menge wurdé @as Antikorpervolumen
bezogen. Ein Vergleich der Aga-Volumina entspredhdem 2-, 2,5- und 4-fachen des

Antikdrpervolumens brachte keinen Unterschied imebnis (siehe Abbildung 14).

Mol. Gew. (kDa)

AK 1:50, Aga 2,5X

AK 1:50, Aga 4X

US: AK 1:50, Aga 2,5X
US: AK 1:50, Aga 4X
AK 1:40, Aga 2,5X

AK 1:40, Aga 4X

US: AK 1:40, Aga 2,5X
US: AK 1:30, Aga 2,5X
US: AK 1:30, Aga 4X
AK 1:20, Aga 2,5X

AK 1:20, Aga 4X

US: AK 1:20, Aga 2,5X
US: AK 1:20, Aga 4X

‘ US: AK 1:40, Aga 4X
NK

| NK

180

116
97

” AK 1:30, Aga 2,5X
“ AK 1:30, Aga 4X
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Abb. 14: IP mit verschiedenen Antikorper- und Agarasekonzentrationen.

Dargestellt sind die Immunfarbungen mit dem monoélen Anti-Phosphotyrosinantikbrper
4G10 (obere Bildreihe, 10 Minuten Belichtungszeit)d dem monoklonalen Anti-EGF-
Rezeptorantikbrper 13G8 (untere Bildreihe, 40 MamutBelichtungszeit). Deutlich zu
erkennen in der 13G8-Farbung: Die starksten Bartbmn EGF-Rezeptors und damit die
héchste IP-Ausbeute gegeniiber dem Uberstand () sich nach Prazipitation mit einer
Antikorperkonzentration (AK) von 1:20. Die Agarosemge (Aga) scheint dabei eine
untergeordnete Rolle zu spielen.
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Da ein Unterschied in der fir die IP eingesetztgar@semenge nicht festzustellen war,
wurde im Folgenden das dem zweifachen des Antikdghemens entsprechende

Agarosevolumen eingesetzt.

3.1.4.5 Festlegung eingesetzter Gerate und Durchfiihrungsbatyungen

Es wurde vermutet, dass die Zentrifugationsschréte sensibler Punkt in dieser
storanfalligen Methode sein konnten. Die Zentritimya zwischen den Spilschritten des
Prazipitats erfolgte zunachst, in Anlehnung an lliatokoll von Cell Signaling, in einer
im Kihilschrank (4 °C) aufgestellten MikrozentrifugBiese rotierte nach Hersteller-
angaben mit 6000 U/Minute: (1610Xg).

Nach dem Vorschlag von Santa Cruz, die Zentrifogatmit 3000 U/Minute (ca.
1000Xg) durchzufuhren, erfolgte der Wechsel aué dirschkiihlzentrifuge. Diese bot die
Vorteile eines festen Untergrundes, programmierbar&otationsdauer und
-geschwindigkeit und die Mdoglichkeit eines belielagbremsbaren Rotationsendes. Die
Zentrifugation zwischen den Waschungen erfolgtaufin bei 3000 U/Minute~855XQ)
fur 30 Sekunden bei 4 °C.

3.1.4.6 Konzentration des Lammlipuffers

Zuletzt wurde die Konzentration des Lammlipuffeasim dem Beispiel von Caruso efal.

(nach Emailkorrespondenz mit dem Erstautor) verdn@X, 3X, 4X, 5X). Eine starkere

Konzentrierung fuihrte zu einer unvorteilhaften Kenizierung der Banden in der ECL.
Die Banden wurden schmaler und hoher (siehe Abbgdlb). Diese Veranderung fihrte
zu einer schlechteren Auswertbarkeit der ECL-Aumah, weshalb der 2X-Lammlipuffer
beibehalten wurde. Damit ergab sich das endguRmg¢okoll fir die Immunprazipitation,

wie in Kapitel 3.1.4.7 beschrieben.

2X 4X

170

Abb. 15: Vergleich der Lammlipufferkonzentrationen

Direkter Vergleich von 2X- und 4X-Lammlipuffer. Die
Bande des nach der IP mit 4X-Lammlipuffer behandelte
Prazipitates ist durch eine geringere Breite kotrimter.
Dadurch kam es friher zu einer Sattigung der Bildexs
sich nachteilig auf die Bildauswertung ausgewitktté.
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3.1.4.7 Optimale Bedingungen

Fur die in Kapitel 4 beschriebenen Analysen wurde I1? des EGF-Rezeptors nach
folgendem Protokoll durchgefuhrt: Das Gesamtzedilysiurde nach der Methode zur
Proteinbestimmung nach Lowr) analysiert. Zu dem 1000 pg Gesamtprotein
enthaltenden Lysatvolumen wurde der EGF-Rezept&taper 1005 der Firma Santa
Cruz im Verhaltnis 1:20 hinzugegeben. Nach einerinknibationszeit von 2 Std. auf dem
Drehrad bei 4 °C, wurde ein dem Doppelten des Anp&rvolumens entsprechendes
Volumen der Protein A/Plus G-Agarosesuspension ugiegeben. Die Suspension
inkubierte bei 4 °C Uber Nacht auf dem Drehrad. Roigetag wurde das Prazipitat
dreimal mit je 1000 ul eiskaltem PBS gewaschen X8530 Sekunden). Anschlie3end
erfolgte zur Freisetzung des EGF-Rezeptorproteims dugabe von 41 pl 2X-
Lammliprobenpuffer und das Kochen der Probe (95 X@ Minuten). Die Analyse der
EGF-Rezeptorphosphorylierung erfolgte nach SDS-PAGH/10%-Gel), Western Blot,
Immunfarbung mit dem monoklonalen Anti-Phosphotyrastikbrper 4G10 und dem
monoklonalen Anti-EGF-Rezeptorantikérper 13G8 u@lLE

3.1.5Etablierung der Inhibierung der EGF-Rezeptor-
phosphorylierung mit AG1478

Die Etablierung der Inhibierung der EGF-Rezeptogpiorylierung mit dem EGF-
Rezeptorinhibitor AG1478 erfolgte zunachst nach ahey von EGF (100 ng/ml,
5 Minuten) in die Zellkultur. Die EGF-Rezeptorphbspylierung sollte bei Vorinkubation
mit AG1478 nach EGF-Zugabe abgeschwacht bzw. ol aufgehoben werden. Nach
Literaturrecherche wurde mit Inhibitorkonzentragarvon 0,25, 0,5, 1,0 und 2,0 uM und
einer Vorinkubationszeit von 30 Minuten begonneimekeindeutige Signalunterbrechung
konnte mit diesen Konzentrationen nicht erreichtdea. Es erfolgte eine Steigerung der
AG1478-Konzentration auf 2,5, 5, 10 und 20 pM, wolene effektive EGF-
Rezeptorinhibierung bei 10 bis 20 pM AG1478 auftrat

3.1.6Festlegung der statistischen Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurden zunachstMisswerte normiert. Dazu erfolgte
die Division der Messdaten aus der Immunfarbung detm monoklonalen Anti-
Phosphotyrosinantikorper 4G10 durch die Messdaten ger Immunfarbung mit dem
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monoklonalen Anti-EGF-Rezeptorantikdrper 13G8. lwigénden wird dieser Quotient

4G10
( )(/1368) (1)

Das Finden signifikanter Unterschiede sollte in désitverlaufexperimenten mit

bezeichnet mit:

Angiotensin 1l vor allem der Festlegung des Zeifggas der maximalen EGF-

Rezeptorphosphorylierung im Vergleich zum Ausgaong&nd dienen. Allein durch die

Quotientenbildung der Messdaten konnten aufgrundh Jdnterschieden in den

interexperimentellen Ausgangsniveaus keine Sigaifdlen beobachtet werden. Um die
Ausgangsniveaus anzugleichen, erfolgte der VersiechKorrektur der Messdaten durch
Subtraktion des Medianes des jeweiligen Messtagesilen Messdaten dieses Tages:

{((461%3G8)jzum ZeitpunktX MinutenamTagY} —{Mediar((‘lGl%:gGS))aller ZeipunktedesTagesY} (2)

Eine weitere Mdoglichkeit der Korrektur war die Dsion der Messwerte durch den
arithmetischen Mittelwert von allen Tagen fur ddevgilige Stimulationsdauer:

[(4610) (1368)} zumZeitpunktX MinutenamTagY

3)

Mittelwert[(‘lGl%aGB)} allerTagezumZeitpunktX Minuten

Sowohl die Medianwertkorrektur (2), als auch didt®twertkorrektur (3) flhrten nicht
zu einer Verringerung der interexperimentellen Smikungen. Die Durchfihrung des
Wilcoxon-Testes  zeigte keine  Signifikanzen. Die wadung fur die
Zeitverlaufexperimente mit Angiotensin Il wurde keBlich auf die Normierung zum

Zeitpunkt 2,5 Minuten festgelegt:

[(461%368Jzum2eitpunktx MinutenamTagY

(4)
[(4G1%368)}zumZeitpunkt2,5MinutenamTagY

Der Zeitpunkt 2,5 Minuten wurde fir alle Zeitvedexperimente mit Angiotensin Il
gewahlt, nachdem in Vergleichsexperimenten eineic®leertigkeit gegentber den
unstimulierten Zellen zum Zeitpunkt 0 Minuten gegeiwerden konnte. Fir die
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Experimente mit Zellstimulation durch EGF wurde spnéchend der Zeitpunkt 0,5
Minuten gewahlt.

Fur die Experimente mit EGF, den verschiedenen Eptrationen von Angiotensin |l
und die Experimente mit den Angiotensinrezeptoigonaten wurden die Aussagen durch
die Bildung des arithmetischen Mittelwertes auslijei Experimenten getroffen. Fir die
Experimente  zum  Zeitverlauf der  Angiotensin Il  véteiten EGF-
Rezeptorphosphorylierung wurden je nach Zelllinechs bis acht Wiederholungen
durchgefuhrt. Da es sich bei den Experimenten r@dfiA78 um eine eindeutige Ja-/Nein-
Antwort der EGF-Rezeptorphosphorylierung handelterden hier fiur AGS und N87

lediglich ein bis zwei Wiederholungen durchgefuhrt.

3.2 Diskussion

3.2.1Nachweis der EGF-Rezeptor-mRNA

Die in der Literatul®® angegebene GréRe des PCR-Produktes von 344 bpemnesh
einem Vergleich der Primerbindungsstellen mit d&NA-Sequenz des EGF-Rezeptors,
in Verbindung mit der Lage der Banden nach der tidpkorese, auf 473 bp korrigiert
werden.

Die exongrenzeniberschreitende Lage des Primerkiesldihrte zu einer sicheren
Unterscheidbarkeit von mRNA und DNA. Die verwecingjsfreie Detektion von mRNA
war damit auch bei eventueller ProbenkontaminatinDNA mdglich. Eine Detektion
des EGF-Rezeptors aus DNA ware kein Beweis derdigse Arbeit notwendigen

Transkription des Gens gewesen.
3.2.2Nachweis des EGF-Rezeptorproteins

3.2.2.1 EGF-Rezeptor-SDS-PAGE
Der Wechsel der Gelzusammensetzung von einem Seh&® (4%/10%/16,5%) zu

einem zweischichtigen Gel (4%/10%) erfolgte unter tberlegung, dass das EGF-
Rezeptorprotein aufgrund seiner GroRBe zu leicht dem Ubergang zu einem
hochprozentigen Gel aufgehalten werden konnte. e Trennung der Schichten im
Trenngel nach Schagdet (10%/16,5%) konnte bei eigener Gelherstellung tnibher

gewahrleistet werden. Ein Vermischen der Schichitehdamit ein abrupter Ubergang der
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vierprozentigen Schicht zu einem Trenngel von 1®js- 10-prozentiger Konzentration
musste in Erwagung gezogen werden.

Die Gellaufzeiten und die angelegte Spannung wurndendndert, um die Banden
deutlicher hervortreten zu lassen. Die anfangliofedrige Spannung (100 V 45 Min)
sollte die scharfe Zeichnung der Banden bewirkeas Durchlaufen der Proteine konnte
danach mit héherer Spannung (180 V 100 Min) bescing werden.

3.2.2.2 EGF-Rezeptorimmunfarbung

Um die Handhabung der Immunfarbung zu optimieramplgie die Etablierung der
EGF-Rezeptorimmunfarbung zunéchst auf PVDF-Memhmad mit dem im sichtbaren
Licht darstellbaren Chromogen NBT/BCIP. Erst nagieiehen eines reproduzierbaren
Ergebnisses wurde auf die ECL gewechselt.

Der zum Teil stark angefarbte Hintergrund war walrder Etablierungsphase immer
wieder der Anlass, um Blockierungslésungen durchgabe oder Weglassen von
Tween-20 und den Wechsel zwischen 3% oder 5% Millsigp/BSA zu verandern.

Letztlich konnte die Anfarbung des Hintergrundessbigsondere mit der
Raumtemperatur in Zusammenhang gebracht werden.h Ndem Wechsel der
Immunfarbung in einen klimatisierten Laborraum niB8 °C wurde eine starke

Hintergrundféarbung nicht mehr beobachtet.

3.2.2.3 Immunfarbung mit den polyklonalen Anti-EGF-Rezeptor-
antikdrpern 1005 und dem Antikodrper von Cell Signaing

Die Grundlage fur die Antikorperauswahl zum Naclsvales EGF-Rezeptors in
Gesamtzelllysaten und fur die Anwendung in der ilBebe eine Literaturrecherche (siehe
Anhang). Der Antikdper sollte in ahnlichen Arbeit@nwendung gefunden haben. Die von
der Arbeitsgruppe fur andere Projekte verwendetatikBrper von Santa Cruz hatten in
der Vergangenheit zu unzufriedenstellenden Ergebnigefiuhrt. Daher wurde fur diese
Arbeit zunachst ein Antikorper einer anderen Firreewendet. Die Wahl fiel zunachst auf
das Produkt von Cell Signaling. Erst nachdem des&iz des Antikorpers wéahrend der
Etablierung der IP zu einem sehr schwachen Sigiatd, erfolgte der Wechsel zu dem
Produkt von Santa Cruz. Dieser Antikorper wurde aolnst im WB und mit ECL

Uberpruft, bevor es zur Anwendung in der IP kam.
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3.2.2.4 Stripping der NC-Membran

Die Etablierung einer Strippingmethode fir NC-Memien diente der spateren
Auswertung der Experimente mithilfe der IP. Die Iomférbungen fur die EGF-
Rezeptorphosphorylierung mit dem 4G10-Antikorpetliteso an derselben Membran
durchgefiihrt werden, wie die Immunfarbung zur Ladefolle der Gele mit dem 13G8-
Antikorper.

Nachdem das Nachfarben der gestrippten Membranemihuem Sekundarantikdrper
zu einem der vorherigen Farbung entsprechendenfifilde, musste trotz Strippings von
einem Verbleiben des Primarantikorpers auf der Mambausgegangen werden. Dem
Beispiel von Casalino-Matsuda et*afolgend wurde daraufhin auf ein Membranstripping
verzichtet. Das in Lammlipuffer befindliche Prazgiwurde zu gleichen Teilen in zwei
Gele geladen, die parallel unter denselben Bedipgurdurch SDS-PAGE und Western
Blot getrennt und anschlieBend mit dem jeweiligemil&rper gefarbt wurden. Dieses
Vorgehen erfolgte unter der Annahme, dass dasgsiniin gleicher Weise einen eventuell
nicht gleich verteilten Antigenverlust auf der Meamaib und damit Unsicherheiten bei der

Vergleichbarkeit der Farbungen bedeutet haben kdnnt

3.2.2.5 Chemolumineszenz

Die Chemolumineszenz ist eine sehr sensitive Matlmaon Nachweis von Proteinen. Im
Vergleich zur Sichtbarmachung von Proteinen mitéS/BCIP, werden bei der ECL die
Signale im Wesentlichen durch zwei Umstande poegtzi

a) Die an Antikdrper gebundene HRP besitzt eine hatalWische Effizienz und kann
daher selbst in minimalen Mengen, entsprechendr estegken Sekundarantikorper-
verdinnung oder einer geringen Antigenmenge, ashtkignal erzeugen.

b) Durch die Moglichkeit einer Filmbelichtung mit belfiiger Dauer ist selbst ein
schwaches Lichtsignal noch detektierbar. Eingesittirévird dieses einzig durch die
nach Ansetzen begrenzte Haltbarkeit des ECL-Substrdn diesem Fall gab der
Hersteller (Pierce Biotechnology, Bonn) eine Zaiglavon 2 Std. an.

Den Angaben der Hersteller des Sekundarantikorfig#dKO, Hamburg) und des ECL-

Substrates folgend, wurde mit einer starken Verdign des HRP gekoppelten

Sekundarantikérpers begonnen (1:40000). Die endgillterwendung des Antikdrpers in

einer Verdinnung von 1:2000 bei der Immunfarbungdmschluss an die IP lasst mit den

Angaben von Dako und Pierce auf eine geringe Medge EGF-Rezeptorantigens

schliefRen.
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3.2.3Zellkulturexperimente

Fur die Durchfihrung der  Zellkulturexperimente  ward versucht, die
Umgebungsbedingungen interexperimentell mdglicbestant zu halten. Die Experimente
wurden an aufeinander folgenden Tagen, mdglichst dem gleichen Tageszeiten
durchgefuhrt. Es wurde darauf geachtet, dass dikerzegroRtmdagliche Konfluenz
erreichten (siehe Kapitel 2.2.1.1). Trotz weitebtgel standardisierter Handgriffe konnte
das Wachstum und die Durchfihrung der ExperimemeCGeund fir die variierenden

Ergebnisse der IP sein.
3.2.4lmmunprazipitation

3.2.4.1 Grinde fur die Auswahl und die Art der Methodenetalierung

Die Immunprazipitation wird oft eingesetzt, um aeimem heterogenen Zelllysat ein
bestimmtes Antigen abzutrennen und gezielt zu areali* ®© ' Die IP wurde hier
ausgewahlt, um die Phosphorylierung spezifischE85-Rezeptors zu untersuchen. Der
EGF-Rezeptor besitzt sechs Tyrosinseitenkettenbeliseiner Aktivierung phosphoryliert
werden konnen. Die jeweilige Seitenkette ist dgbaiach EGF-Rezeptor aktivierendem
Liganden unterschiedliéf’. Da bei einer, der Theorie des TMPS folgenden EGF-
Rezeptoraktivierung der aktivierende EGF-Rezemgarld unbekannt war, fihrte diese
Uberlegung zum Einsatz der als unkompliziert undsgjig erachteten Methode der IP. Die
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors wurde als Atpnva fir die EGF-
Rezeptoraktivierung genommen.

Zunachst wurde der fur die Prazipitation eingesetxhtikrper mit einem festen
Volumenanteil von 1:50 fur ein festes Lysatvolunvem 200 pl eingesetzt (siehe Kapitel
3.1.4.3). Spater wurde die Bezugsgro3e der Antiddnpsse auf das 1000 pg Protein
enthaltende variable Lysatvolumen festgelegt. Edengin Antikérpervolumenanteil von
1:20 festgelegt. Dies geschah unter folgenden ©gerigen: Santa Cruz schlug den festen
Einsatz von 1000 pg Protein fur die IP vor. Obwohimer ein festes Zelllysepuffer-
volumen eingesetzt wurde und auf das vollstandigéeEhen von PBS nach dem letzten
Waschschritt der Zellkulturschalen geachtet wulgefanden sich 1000 pg Protein bei
jeder lysierten Zellkulturschale in einem variieten Volumen. Es ist davon auszugehen,
dass der Anteil von EGF-Rezeptorprotein an 100@ggamtprotein gleich bleibt. Damit
hatte bei hoheren in der IP eingesetzten Lysatvetugine gleich bleibende Antikdrper-
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masse dem Ansatz mit Verdinnung des Lysates mit @&BSprochen. Dieser Ansatz
fuhrte jedoch zu einem verschlechterten Prazipiatrgebnis (siehe Kapitel 3.1.4.3).
Wird zudem zu einem hoéheren Lysatvolumen eine imgM&ch zwar gleiche Masse
Antikorper, die jedoch einem geringeren Volumendnentspricht, hinzu gegeben,
entspricht dies einem verdinnten Volumenanteil Aesikorpers. Diese Kombination
wurde in dem Versuch der IP mit verschiedenen Ampkrkonzentrationen (1:20, 1:30,
1:40, 1:50, siehe Kapitel 3.1.4.4) modellhaft dgetpielt. Ein Zahlenbeispiel zur
Verdeutlichung: Die gelieferte Antikdrperkonzenimat betrug 0,2 pg/pl. Fur den fixen
Einsatz von 2 pg Antikdrpermasse mussten somit L@niikorperldsung verwendet
werden. Das bedeutet, dass 1000 pg Protein in eibgsatvolumen von 200 pl,
prazipitiert mit 2 ug Antikorper einer Antikdrpemgdginnung von 1:20 entsprochen hatten.
Bei einem Lysatvolumen von 300 pl mit 1000 ug Hrotergédbe sich eine
Antikorperverdinnung von 1:30 bei 10 pl eingesetzégntikdrpervolumen. Dies bringt,
wie im Ergebnisteil (siehe Kapitel 3.1.4.4) besehén, ein schlechteres und damit nicht

vergleichbares Ergebnis.

3.2.4.2 Sensitivitat der Methode

Die Durchfuhrung der IP war, trotz der leicht varstlichen Theorie hinter der Methode,
von einigen Schwierigkeiten begleitet. Etwa 20 Elsghritte auf dem Weg von der
Durchfihrung der Zellkulturexperimente bis zur Imafarbung und ECL nach SDS-
PAGE und Western Blot konnten weitere Griinde fig idi Kapitel 3.1.6 beschriebenen
variierenden Ergebnisse sein. Hinweis hierfir wa dleichzeitige und gleichartige

Verarbeitung von drei aus 1 Proteinlysat stammentlamunprazipitationen (siehe

Abbildung 16, links). Obwohl der Ursprung aus delimse Lysat ein nahezu identisches
Ergebnis nach IP, SDS-PAGE, Immunfarbung und ECWwaden liel3, wurden drei

unterschiedliche Messwerte erzielt. Als Grindeftirewurden natirliche Unterschiede in
der Antikoérperbindungskapazitat, in der Protein |IA#& G-Agarose oder kleinste
Unterschiede in der Verarbeitung der Proben wahdemdVaschschritte vermutet.

Zur weiteren Fehlereingrenzung wurden wieder dpsi dus 1 Ursprungslysat getrennt
voneinander prazipitiert. Jedoch wurden direkt ger SDS-PAGE die in Lammlipuffer
gelosten Prazipitate wieder gepoolt, um aus der manliegenden dreifachen
Lammlipuffermenge drei Geltaschen fur die SDS-PALEfillen (siehe Abbildung 16,
rechts). Auch bei diesem Ansatz wurden unterscisiegliIMesswerte nach Immunfarbung

und ECL erzielt. Dadurch musste angenommen werdags zusatzlich zu den oben
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bereits beschriebenen Unterschieden in der Bearigeiler IP-Proben, weitere Faktoren
fur die Variation der Messwerte verantwortlich wareDenkbar wéren: Kleinste
Unterschiede beim Pipettieren, Unterschiede inRiadung der fur die Immunfarbung
eingesetzten Antikdrper, Unterschiede in der dutétP hervorgerufenen Lichtemission
oder denkbar auch Unterschiede in der Vermessun@aeden mithilfe der GeneTools-
Software von Syngene. Letzteres stellte sich di&laine Veranderungen im Messbereich

sehr sensibel reagierendes Programm heraus.

Proteinlysat Proteinlysat

/N /TN

4 ) A 113 Lysat| [1/3 Lysat| |1/3 Lysat

1/3 Lysat| [1/3 Lysat| [1/3 Lysat
Lammlipuffer ‘

Lammlipuffer | | Lammlipuffer | | Lammlipuffer / N,
l l l B B AR
Lammli- | | Ldmmli-| | Ldmmli-
’SDS-PAGE| |SDS-PAGE| ‘SDS-PAGE‘ puffer puffer puffer
‘SDS-PAGE | ‘SDS-PAGE | |SDS-PAGE ‘
Western Western Western
Blot Blot Blot
Western Western Western
Blot Blot Blot
Immun- Immun- Immun-
farbung farbung farbung
Immun- Immun- Immun-
farbung farbung farbung
| ECL | | ECL | ‘ ECL ‘ l l 1
l l l ’ ECL ‘ ECL ECL ‘
GeneTools| |GeneTools| |GeneTools 1 1 1

GeneTools GeneTools| (GeneTools

Abb. 16:  Vergleich der Verarbeitungsschritte desdben Proteinlysates.

Die dreifache Wiederholung der IP aus demselberefitgsat.Links: Die getrennte IP-
AuswertungRechts: Zusammenfihrung der Prazipitate vor der Auswertung

3.2.5Messung mittels GeneTools-Software

Die GeneTools-Software der Firma Syngene bietet Mdglichkeit, die in der ECL
erzeugten Lichtsignale als Histogramm darzustelarzu werden die Lichtbanden durch
von dem Programm erzeugte Bahnen eingegrenzt. Basr@ren der Bahnen geschieht
automatisch. In einigen Fallen kann das ProgramenSpuren zur Bahnengenerierung
nicht selbst finden. Hier ist es auch moéglich dehBen manuell zu erzeugen und auf die
Weite der Lichtbanden einzustellen. Zum Verstandeis Funktionsweise des Programms
siehe Abbildung 17.
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Abb. 17: Darstellung der Datenverarbeitung in Genedols.

Die dargestellten Fenster zeigen die in dem Prograrzeugbaren Bahnen (1), die die
Grenzen fur die Vermessung der Lichtsignale daestellDie Signale werden als
Histogramm, mit einem Ausschlag entsprechend dentiniensitat, dargestellt (I1). Die
Baseline(rote Linie in Il) legt die Nulllinie fir die Errectung derRaw VolumeéNerte
durch Integration fest (lll). Fir den Verlauf déBaseline bietet das Programm
Voreinstellungen an (V). In diesem Fall wurde denddsRolling Disk gewahlt und der
Radius auf 30 Pixel festgelegt (V).

Das Programm zeigte sich sehr sensibel fur die Wessselbst minimaler
Lichtmengen. So kann ein zu grol3er schwarzer Randia hell leuchtenden Banden dazu
fuhren, dass eine schwache Bande einen gro3ereswieserhélt, als eine mit knapper
Begrenzung ausgemessene starker leuchtende Bander Imanuellen Generierung der
Banden und der Einstellung ihrer Weite konnte amedere Fehlerquelle gelegen haben.

Wenn eine automatische Generierung der Banden dlasHProgramm nicht mdglich
war, erfolgte die Vermessung der zu einem Versaghgehorenden ECL-Aufnahmen der
4G10- und der 13G8-Immunfarbung direkt nacheinan@amit sollte die subjektive
Komponente bei der Einstellung der Bandenweite kgl konstant gehalten werden.

Bei den fur die Auswertung der IP notwendigen Vessumgen einer durch den Anti-
Phosphotyrosinantikorper 4G10 erzeugten und einarrchd den Anti-EGF-
Rezeptorantikdrper 13G8 erzeugten Aufnahme wurdereils gleiche Belichtungszeiten
vermessen. Aufgrund des schwachen EGF-Rezeptolsigaah der IP, wurde fur AGS
und N87 immer die 13G8-Aufnahme nach 50 Minutengau®rtet. Nach dieser langen
Belichtungszeit stellten sich die Banden am dehslien dar. Gleichzeitig veranderten sich
die Proportionen der Lichtsignale der einzelnen d&an nicht durch die Lange der

Belichtungszeit.
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3.2.6Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung diente zwei Zielen: t&ms sollten interexperimentelle
Schwankungen verringert werden, zweitens sollteglicite Signifikanzen gegentber dem
Ausgangszustand erkannt werden. Die interexperigiersichwankenden Messwerte
stellten hohe Herausforderungen an die statistigarssvertung. Uber Normierungen auf
der Ebene der Immunfarbung mithilfe einer Ladekulldr und auf der Ebene der
Auswertung mithilfe der Formeln (1) und (4) von t8eib3 sollte die statistische
Auswertung mithilfe des T-Testes bzw. des WilcoX@stes vorbereitet werden.

Ein starkes Signal der ECL nach Immunfarbung mib dé&510-Antikérper konnte zum
einen durch eine starke EGF-Rezeptorphosphorylighervorgerufen sein. Andererseits
konnte ein starkes Signal auch durch eine héhederhange in der SDS-PAGE bedingt
sein. Um darauf beruhende Schwierigkeiten der Ausmvg ausschlieen zu kdnnen,
wurde die zusatzliche Immunfarbung mit dem monoklen Anti-EGF-
Rezeptorantikdrper 13G8 durchgefuhrt. Dieser sdligterschiede in der Lademenge
detektieren und Signalunterschiede durch eventuelaskriptionelle Verdnderungen
ausschlie3en. Die Verrechnung bzw. Normierung gréadlaraufhin gemaf Formel (1).

In den ersten Experimenten wurde als NegativkomtBBS und 0,1% DMSO zu den
Zellen gegeben. Der Vergleich mit der spater zlishtz hinzugenommenen
Negativkontrolle (NK), bei der die Zellen direktamader serumfreien Inkubation lysiert
wurden, zeigte, dass das Niveau dieser NK relatwstant auf dem Niveau der
Stimulation nach 2,5 Minuten Angiotensin 1l bzwbs Minuten EGF lag, wahrend die NK
mit PBS und DMSO auf unterschiedlichen Niveaus g kam auch vor, dass die EGF-
Rezeptorphosphorylierung dieser NK oberhalb der {ReéEeptorphosphorylierung nach
2,5 bzw. 0,5 Minuten lag. Dies konnte auf dem Hffelon DMSO beruhen, die
Membranpermeabilisation anderer Substanzen zu kégarf>°. Diesen Effekt lost
DMSO durch eine Umstrukturierung der Lipiddoppelsbh der Zellmembran
aus'® 187240 Eq ist moglich, dass sich dadurch auch die Zelbsaritat andert, oder es zu
einer Anderung der Membranpolarisation kommt. Beddechanismen wurden als
ligandenunabhéngige Aktivatoren des EGF-Rezepiesstiebeff. Um alle Experimente
auf die gleiche Art auswerten zu kénnen, erfolgaeadfhin die Normierung der Daten
nach Formel (4) auf den Zeitpunkt 2,5 Minuten bzZy5 Minuten fur die EGF-

Experimente.
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Diese Darstellung der Messwerte zeigte ein  Maximumer EGF-
Rezeptorphosphorylierung durch Angiotensin I, el je nach Messtag bei 5, 8 oder
10 Minuten lag (siehe Abbildung 18). Dies wurde @lsind dafir angesehen, dass bei
Bildung des arithmetischen Mittelwertes aus allessbtagen sowohl mithilfe des T-Testes
fur gepaarte Stichproben als auch mit der Anwenddeg Wilcoxon-Testes keine

Signifikanzen fir einen Messzeitpunkt nachgewiegerden konnten.

EGF-Rezeptorphosphorylierung durch Ang |l

1200
2 1000
= 800 ~— Tag 1
0 —~— Tag 2
~ 600 — Tag3
S 400
£ 200

2,5Min. 53 Min. 8 Min. 10 Min. 15 Min.

Abb. 18: Darstellung der Messwerte als Vielfacheses Zeitpunktes 2,5 Minuten.

Gezeigt sind exemplarisch die Verlaufe von drei Eixpenten fir die Zelllinie MKN28. In
der Darstellung als Vielfaches des Zeitpunktes 2ifaulén wird deutlich, dass das Maximum
der EGF-Rezeptorphosphorylierung zwischen 5 uniitiuiten liegt. Fir dieses Experiment
erfolgten insgesamt acht Wiederholungen.

Die Normierung nach Formel (4) und das Ausbleibem \Signifikanzen in den
angewendeten statistischen Tests lassen vermutass dlie interexperimentellen
Schwankungen auf die Methode der IP zuriickzufulsein mussen. Verdeutlicht wird
dies durch das in Kapitel 3.2.4.2 (Abbildung 16igafiihrte Experiment.

Um die Daten statistisch auswerten zu konnen, wuddg Versuch einer
Fehlerkorrektur unternommen. Damit sollte die Amyude der interexperimentellen
Schwankungen verringert werden. Die Formeln (2) (B)dauf der Seite 53 zeigen zwei
unternommene Versuche der Fehlerbegrenzung durcredhmung der Messwerte mit
dem Median eines Messtages bzw. dem arithmetidehitéelwert eines Messzeitpunktes.

Desweiteren existiert die Moglichkeit der Fehlerkétur durch einen Faktor, der sich
aus den Wichtungen der Einzelschritte eines Exmaries und ihren Unsicherheiten
zusammensetzt. Ein auf die Immunprazipitation bemeg Korrekturfaktor stellte sich
insofern als nicht realisierbar dar, da zufalligehler in der Antikérperbindung, der
Raumtemperatur, der Genauigkeit der Waschschritter Pipettierung, der

Gelzusammensetzung in der SDS-PAGE und viele weiedgliche Ursachen fir die
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Ergebnisschwankungen héatten eingerechnet werdersemii€ine Objektivierung der
jeweiligen Fehler und ihre Gewichtung an den eimzelVersuchstagen blieben jedoch
verborgen, so dass die Moglichkeit eines Korrekkidrs nicht realisiert werden konnte.
Es erfolgte einzig die Fehlerbegrenzung durch éttigstes Arbeiten mit weitgehend
standardisierten Handgriffen.

Ein Ausgleich von zufélligen Fehlern in der Staltigann auch tber eine Erhéhung der
Anzahl der Experimente erreicht werden. FiUr diesdeA wurden je Messansatz
mindestens drei Wiederholungen durchgefiihrt. FarBestimmung des Zeitverlaufs der
EGF-Rezeptoraktivierung durch Angiotensin Il wurdennach Zelllinie sogar sechs bis
acht Wiederholungen durchgefiihrt. Selbst diese bafmahl an Wiederholungen fihrte
nicht zu normalverteilten Messwerten bzw. Signifikan gegenidber dem
Ausgangszustand. Um dieses zu erreichen, sollte Adieahl der IP-Experimente
maoglicherweise weiter gesteigert werden.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die Immunpidtaym, wie sie hier durchgefihrt
wurde, nicht fur die Quantifizierung kleinster Zaistisunterschiede von Proteinen geeignet
zu sein scheint. Die Quellen fur die Schwierigkeitder Quantifizierung liegen
mutmalllich besonders in den interexperimentellehw@okungen, beruhend auf den
zahlreichen Verarbeitungsschritten der Prazipitabée Schwankungen durch eine
allgemeingutige Rechenformel oder einen Korrekiidiazu umgehen ist nicht gelungen.
Trotzdem ist die Auswertung der Experimente autenualitativen Ebene moglich. Die
Abbildung 18 zeigt eine gleichartige Reaktion deslléh, die eine qualitative Aussage
zuliel3, sich aus den dargelegten Grinden jedochtitaias nicht erfassen liel3.

Die Immunprazipitation kénnte durch Kenntnis dena@géen Phosphotyrosinseitenkette,
die durch Angiotensin Il am EGF-Rezeptor aktiviertd, umgangen werden. In diesem
Fall kann ein monoklonaler Antikbrper gegen diesge®kette fur die Immunfarbung nach
SDS-PAGE und Western Blot von Gesamtzelllysatengesatzt werden. Die
Ungenauigkeiten, die durch die zahlreichen Veraubegsschritte des Prazipitates

entstanden sein konnten, werden auf diese Weiggstisossen.
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Kapitel 4 Ergebnis und Diskussion ll:
Nachweis des EGF-Rezeptors und seine

Transaktivierung durch Angiotensin Il

4.1 Ergebnisse

4.1.1EGF-Rezeptorexpression auf mRNA- und Protein-
ebene, Aktivierung durch EGF und Inhibierung
durch AG1478

Nach erfolgreicher Optimierung der experimentelBedingungen, wurde zunachst das
Vorhandensein des EGF-Rezeptors auf mMRNA- und iReiiene in den

Magenkarzinomzelllinien MKN28, MKN45, AGS und N87tarsucht. Anschlie3end

erfolgte die Untersuchung der EGF-Rezeptorphospieompng nach Zellstimulation mit

EGF, sowie die Inhibierung der Phosphorylierung cHuden EGF-Rezeptorinhibitor
AG1478.

4.1.1.1 Der EGF-Rezeptor wird auf mRNA- und Proteinebene egrimiert

Die RT-PCR und Proteinanalyse mittels Proteinexivak SDS-PAGE, Western Blot und
Immunfarbung aus den Magenkarzinomzelllinien MKN28KN45, AGS und N87
bestétigten die Expression des EGF-Rezeptorsan dklllinien (siehe Abbildung 19).

Das Produkt der RT-PCR wurde durch eine Sequenmmegesichert. In jeweils 50 pg
Gesamtzelllysat wurde der EGF-Rezeptor in abnehsrer@tarke in N87, MKNZ28,
MKN45 und AGS exprimiert.
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Abb. 19: Expression des EGF-Rezeptors auf mRNA- unBroteinebene.

Links: Die RT-PCR aus cDNA der vier Magenkarzinomzeldmi und HepG2 als
Positivkontrolle mit Nachweis der EGF-Rezeptor-mRNA&d der [B-Aktin-mRNA im
Vergleich. Rechts: Die Immunfarbung mit dem polyklonalen Anti-EGF-Rpiantikorper
1005 von je 50 pg Gesamtprotein aller vier untdrgrc Zelllinien nach 40 Minuten
Belichtungszeit. 50 pg Gesamtprotein der ZellliniepB2 dienten als Positivkontrolle.
Darunter: Die Immunfarbung mit dem monoklonalen iA&#Aktinantikérper AC-15 an je
50 pug Gesamtprotein bei einer Belichtungszeit vMinuten.

4.1.1.2 Der EGF-Rezeptor wird durch Stimulation mit EGF nach 2,5 bis

8 Minuten maximal phosphoryliert

Untersucht wurden die EGF-Rezeptorphosphorylierstdglsen nach 0,5, 2,5, 5 und 8
Minuten Stimulation mit EGF. Die Zugabe von 100mgEGF in die Zellkultur der vier

untersuchten Zelllinien fuhrte bei MKN28 und MKN4#%ach einer Stimulationszeit von 5
Minuten, bei AGS nach 2,5 Minuten und bei N87 n&cMinuten zu einer maximalen
EGF-Rezeptorphosphorylierung (siehe Abbildung Zj): die Folgeexperimente zu den
EGF-Konzentrationen und mit dem Inhibitor AG1478teadas Zeitintervall fur die EGF-

Rezeptorstimulierung nicht zu kurz sein, damit &ersuchsablaufe gut eingehalten
werden konnten. Da die EGF-Rezeptorphosphoryliernbeg MKN45 nahezu konstant
verlief und N87 und MKN28 bei 5 Minuten eine Ubeend Ausgangswert liegende
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Phosphorylierung zeigten, wurden die Folgeexperiméir alle Zelllinien mit einer EGF-

Stimulationszeit von 5 Minuten durchgefihrt.
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Abb. 20: Zeitverlauf der Stimulation mit 100 ng/mIEGF.

(A) zeigt den Zeitverlauf der EGF-Rezeptorphosphorytigreu den Zeitpunkten 0,5, 2,5, 5
und 8 Min. (vehicle = Kontrolle mit PBS + 0,1% DMSfBne EGF). Die Zellen wurden mit
100 ng/ml EGF stimuliert. Dargestellt sind jeweitie Aufnahmen nach 50 Min.
Belichtungszeit nach Immunfarbung mit dem monoklena\nti-Phosphotyrosinantikdrper
4G10 (linke Bildhalfte) und nach den zur Ladekoméralurchgefiihrten Farbungen mit dem
monoklonalen Anti-EGF-Rezeptorantikdrper 13G8 (tecBildhalfte). Die Auswertung in
Excel (B) zeigt den Verlauf der EGF-Rezeptorphosphorylieallgr vier Zelllinien nach
Normierung auf den Zeitpunkt 0,5 Minuten. Die Boxplaeigen die 10., 25., 50., 75. und
90. Perzentile.
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4.1.1.3 Der EGF-Rezeptor wird durch Stimulation mit 100 nginl EGF
phosphoryliert

Bei einer Stimulationszeit von 5 Minuten ergab digjabe von 25, 50, 100 und 200 ng/ml
EGF in die Zellkultur eine maximale EGF-Rezeptogghtoorylierung von MKN28, AGS
und N87 bei Stimulation mit 100 ng/ml EGF (siehebAdbung 21). Die Stimulation von
MKN45 zeigte ein Maximum bei 200 ng/ml EGF.
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Abb. 21: Stimulation mit verschiedenen EGF-Konzentationen.

(A) zeigt die EGF-Rezeptorphosphorylierung zum Zeitpénklin. mit verschiedenen EGF-
Konzentrationen. Die Stimulation erfolgte mit PB®,£% DMSO (vehicle) und mit Zugabe
von 25, 50, 100 und 200 ng/ml EGF in die Zellkulibargestellt sind die Immunfarbungen
mit dem 4G10-Antikdrper (linke Bildhélfte) und deb3G8-Antikdrper (rechte Bildhélfte).
Gezeigt werden die Beispielaufnahmen nach 40 MiKN28) bzw. 50 Min. Belichtungszeit
(MKN45, AGS, N87). Die Auswertung in Excel(B) zeigt die EGF-
Rezeptorphosphorylierung in Abhangigkeit von defFEK®nzentation. Die Boxplots zeigen
die 10., 25., 50., 75. und 90. Perzentile. Fir MBNfolgte aufgrund der Verwendung der
Zelllinie in der Etablierung der IP hier nur 1 Expegim.
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4.1.1.4 Die EGF-Rezeptorphosphorylierung wird durch AG1478
aufgehoben

Fur die Experimente mit dem Inhibitor AG1478 soltlas Zeitintervall fur die EGF-
Rezeptorstimulation nicht zu kurz sein, um die ehsablaufe gut einhalten zu kénnen.
Da die EGF-Rezeptorphosphorylierung durch EGF bEINMS nahezu konstant verlief
und N87 und MKN28 bei 5 Minuten eine Uber dem Auggavert liegende
Phosphorylierung zeigten (siehe Abbildung 20), wurélir alle Zelllinien eine
Stimulationszeit mit EGF von 5 Minuten gewdahlt. DEGF-Konzentration sollte
gleichzeitig eine deutliche EGF-Rezeptorphospherylig bewirken. Nach Auswertung
der Vorexperimente konnte ein entsprechender Effiékialle Zelllinien bei 100 ng/mi
beobachtet werden (siehe Abbildung 21).

Die durch 100 ng/ml EGF hervorgerufene EGF-Rezgptmsphorylierung konnte nach
30 Minuten Vorinkubation mit 10 pM AG1478 fiur dieellinien MKN28 und AGS
vollstdndig aufgehoben werden (95-99% Signalabschwdg). Fur N87 wurde eine
Reduzierung der EGF-Rezeptorphosphorylierung urf@® mit 20 uM AG1478 erreicht.
Fur MKN45 konnte selbst nach einer Steigerung déin47/8-Konzentration auf 25, 50,
100 und 200 uM weder eine Aufhebung der EGF-Rerpgpbtsphorylierung, noch eine
Abschwachung dieser erreicht werden (siehe Dansiglimit Ang Il in Kapitel 4.1.2.3,
Abbildung 24).

4.1.2EGF-Rezeptorphosphorylierung durch Angiotensin I

Nachdem das Ansprechen des EGF-Rezeptors auf E@Fdan Inhibitor AG1478

gesichert war, wurde die Reaktion des EGF-Rezeptach Angiotensin II-Zugabe und
nach Zugabe des Angiotensin Il Typ 1 Rezeptoramigtgn Olmesartan und des
Angiotensin Il Typ 2 Rezeptorantagonisten PD123,81die Zellkultur untersucht.

4.1.2.1 EGF-Rezeptorphosphorylierung  nach  Zellstimulation — mit

verschiedenen Angiotensin IlI-Konzentrationen

Eine Verédnderung der Phosphorylierungsstarke de&-R€xzeptors konnte fur alle
untersuchten Zelllinien gezeigt werden. AngiotenBirwurde in den Konzentrationen
10° M, 10° M, 10’ M und 10® M zugesetzt. Die einheitliche Inkubationszeit bgtr
8 Minuten. Es resultierte die starkste EGF-Rez@bimsphorylierung fur MKN45, AGS
und N87 bei 18 M Ang Il und fur MKN28 bei 18 M Ang Il (siehe Abbildung 22).
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Abb. 22:
(A) zeigt die EGF-Rezeptorphosphorylierung zum Zeitp@kin. mit verschiedenen Ang II-
Konzentrationen. Die Stimulation erfolgte ohne Zagyaon Ang Il (vehicle) und mit Zugabe
von 10°, 10° 107 und 16° M Ang Il in die Zellkultur. Dargestellt sind die munfarbungen
mit dem 4G10-Antikdrper (links) und dem 13G8-Antiér (rechts). Gezeigt werden die
Beispielaufnahmen nach 50 Min. Belichtungsz€B) zeigt die EGF-Rezeptorphospho-
rylierung aller vier Zelllinien. Die Boxplots zeigele 10., 25., 50., 75. und 90. Perzentile.
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4.1.2.2 EGF-Rezeptorphosphorylierung durch Angiotensin [l rach

verschiedenen Inkubationszeiten

Die Stimulation von N87 erfolgte mit fOM Angiotensin 1l. MKN45 und AGS wurden
mit 10° M Angiotensin 1l und MKN28 mit 18 M Angiotensin Il stimuliert. Diese
Konzentrationen wurden nach dem optischen Vergleieh Immunfarbungen mit dem
Anti-Phosphotyrosinantikorper 4G10 ausgewahlt. Bigswertung mit GeneTools und
Excel nach Formel (1), die zu den Ergebnissen varR4 fihrte, erfolgte erst, nachdem
schon einige Versuche mit verschiedenen Inkubatmiten von Angiotensin |l
durchgefuhrt worden waren. Da sich trotzdem Effeldigten, wurden die Angiotensin II-
Konzentrationen beibehalten.

Als Vergleichsstarke diente die Phosphorylieruriygst nach 2,5 Minuten. Die
maximalen Unterschiede zum Vergleichswert wurdechn@minuatiger Stimulation von
MKN28 mit 10° M Angiotensin I, nach 10-miniitiger StimulationrvéGS und MKN45
mit 10’ M Angiotensin Il und nach 5-miniitiger Stimulatioron N87 mit 1 M
Angiotensin |l beobachtet (siehe Abbildung 23).
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Abb. 23:  Zeitverlauf der EGF-Rezeptorphosphorylieung durch Angiotensin 1.

(A) Die Stimulation von MKN28, MKN45, AGS und N87 eldte ohne Zugabe von Ang |l
(vehicle und 0 Min) und mit Zugabe vond® (N87), 10’ M (MKN45, AGS) bzw. 16 M
(MKNZ28) Angiotensin Il in die Zellkultur. Dargestelsind die Immunfarbungen mit dem
monoklonalen  Anti-Phosphotyrosinantikbrper 4G10 nk@ Bildhélfte) und dem
monoklonalen Anti-EGF-Rezeptorantikorper 13G8 (tecBildhalfte). Gezeigt werden die
Aufnahmen nach 20 Min. (MKN45) bzw. 35 Min. Beliahgszeit (MKN28, AGS). Bei N87
wurde die Tyrosinphosphorylierung nach 20 Min., @i&F-Rezeptorladekontolle nach
50 Min. Belichtungszeit dargestel(B) zeigt die Auswertung der Experimente als Vielfache
zum Zeitpunkt 2,5 Min. Die Boxplots zeigen die &b,, 50., 75. und 90. Perzentile.
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4.1.2.3 Die EGF-Rezeptorphosphorylierung durch Angiotensinll lasst
sich durch AG1478 deutlich einschranken

Die EGF-Rezeptorphosphorylierung konnte nach Amgisin 11-Zugabe entsprechend den
Resultaten der Etablierungsexperimente mit EGFlidautbgeschwacht bzw. vollstandig
aufgehoben werden (siehe Abbildung 24). Durch &@enindtige Vorinkubation mit je
10 pM AG1478 filhrte eine 8-minitige StimulierungnvKN28 mit 10° M Angio-
tensin Il bzw. von AGS mit IOM Angiotensin |l zu einer um 88% (MKN28) bzw. 92%
(AGS) reduzierten EGF-Rezeptorphosphorylierung.eEfminttige Stimulierung von
N87 mit 10° M Angiotensin Il wurde durch 20 uM AG1478 deutliemgeschrankt (um
75%). Die Effekte waren jeweils mit den Ergebnisskm von AG1478 aufgehobenen
EGF-Rezeptorphosphorylierung nach Stimulation mdFEvergleichbar.

(B) EGF-Rezeptorphosphorylierung mit AG1478
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Abb. 24:  Tyrosinphosphorylierung nach AG1478-Vorinkubation.

(A) Dargestellt sind die Immunfarbungen mit dem moapklen Anti-Phosphotyrosin-
antikdrper 4G10 (obere Zeilen) und dem monoklonaeti-EGF-Rezeptorantikdrper 13G8
(untere Zeilen). Die Stimulation erfolgte mit Anguhd EGF mit und ohne Vorinkubation mit
AG1478. Die NK entspricht hier der Stimulation allenit PBS. Fir MKN45 zeigt sich eine
nahezu unveranderte EGF-Rezeptorphosphorylierungh nAG1478-Vorinkubation. (B)
Dargestellt ist die Auswertung fir MKN28 von dré¢ighwertigen Experimenten in Form von
Boxplots mit der 10., 25., 50., 75. und 90. PeifmnDarunter der Verlauf der Mittelwerte fur
MKN28, AGS und N87. Aufgrund der eindeutigen Ergebriwurde das Experiment fir die
Stimulation mit EGF und Ang Il fir AGS und N87 lelidl ein- bis zweimal wiederholt.
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4.1.2.4 Die EGF-Rezeptorphosphorylierung in MKN28 ist nach
Antagonisierung des Angiotensin Il Typ 2 Rezeptorgrhoht

Fur diese Experimente wurden der Angiotensin |l TlyRezeptorantagonist Olmesartan
(OS) und der Angiotensin Il Typ 2 RezeptorantagoRi®123,319 (PD) verwendet. Die
Angiotensinrezeptorantagonisten wurden jeweilsen &onzentrationen 10 uM, 20 uM
und 40 uM mit 45-mindtiger Vorinkubation eingesetZine eindeutige Veranderung in
der EGF-Rezeptorphosphorylierung wurde bei Konzagioinen von je 40 uM erreicht.

Im Vergleich zu einer Stimulation von MKN28 allginit 10 M Angiotensin II, zeigte
die Zugabe von Olmesartan keine Veranderung inEd&F-Rezeptorphosphorylierung,
genau wie die gleichzeitige Zugabe von OlmesartahRD123,319 (siehe Abbildung 25).
Die Zugabe von PD123,319 fuhrte zu einem starkenstiég in der EGF-
Rezeptorphosphorylierung im Vergleich zur Kontroligir die Zelllinien AGS und N87

konnten nach je drei Wiederholungsexperimentenekeimdeutigen Aussagen getroffen
werden.

(A) g g (B) EGF-Rezeptorphosphorylierung mit
< @ o » den Ang l-Rezeptorantagonisten
3 3 % S e =
S . ¥ s s L. .4 D
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Abb. 25: Tyrosinphosphorylierung nach Vorinkwation mit den Antagonisten der
Angiotensinrezeptoren in MKN28.
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(A) Dargestellt sind exemplarisch die Immunfarbungeibh dem monoklonalen Anti-
Phosphotyrosinantikérper 4G10 (obere Zeile) und demnoklonalen Anti-EGF-
Rezeptorantikérper 13G8 (untere Zeile) fir 1 Expeni jeweils nach 50 Min.
Belichtungszeit(B) Dargestellt ist die Auswertung von drei gleichvugeh Experimenten
als Vielfaches der von Ang Il nach acht Minuten vieegerufenen EGF-
Rezeptorphosphorylierung. Die Boxplots zeigen @ig 25., 50., 75. und 90. Perzentile.
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4.2 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche Vedoimy zwischen dem LAS und dem
EGF-Rezeptor im Magenkarzinom zu prufen und danmiere moglichen Weg der
Beteiligung des LAS an der Kanzerogenese des Mageinloms zu untersuchen.

Nachdem die dafir notwendigen Methoden etabliertemaerfolgte zunachst die
Untersuchung der EGF-Rezeptorexpression in den \eewendeten Magenkarzinom-
zelllinien MKN28, MKN45, AGS und N87. Die Expressiavar Voraussetzung fir die
Durchfuhrung der Transaktivierungsexperimente nmgiadtensin I1.

Zur Kontrolle der EGF-Rezeptorphosphorylierung Ikgt® die Stimulation des
EGF-Rezeptors mit EGF. Nach Angiotensin Il-Zugalbe die Zellkultur wurde der
Phosphorylierungsstatus des EGF-Rezeptors alleineehd Angiotensin 1l und in
Kombination mit dem EGF-Rezeptorinhibitor AG1478vé® den Angiotensinrezeptor-

antagonisten Olmesartan und PD123,319 untersucht.

4.2.1Die EGF-Rezeptorexpression und die Reaktion auf
Stimulation mit EGF

Die EGF-Rezeptorexpression auf Proteinebene undZeikulturexperimente mit EGF
und dem EGF-Rezeptorinhibitor AG1478 ergaben Unteesle zwischen den Zelllinien.
Am auffalligsten waren die Unterschiede zwischem dmus sehr unterschiedlichen

Tumortypen gewonnen Zelllinien N87 und MKN45.

4.2.1.1 Die zellulare Lokalisation und der Dimerisationspatner kénnten

fur die Reaktion des EGF-Rezeptors auf EGF verantwdlich sein

Der Vergleich zwischen der unterschiedlichen Bastigke nach Immunfarbung der
Western Blots und der gleichmalligen Bandenstarkedém RT-PCR lasst auf

unterschiedlich starke EGF-Rezeptorexpression aofelPebene in den untersuchten
Zelllinien schlieBen. Auffallig ist die unterschiethe EGF-Rezeptorproteinexpression in
MKN45 und N87 (siehe Abbildung 19). Betrachtet na® Formen der Adenokarzinome
aus denen die Zelllinien urspringlich gewonnen waor&dnnte der EGF-Rezeptor in N87
(gut differenzierter Tumortyp) eher mit der Diffemerung in Verbindung stehen. In
Magenkarzinomproben konnte von Matsubara &%aine Verbindung zwischen der Hohe
der EGF-Rezeptorexpression und der Hohe des UlQ@eTstadiums gefunden werdéh
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Eine Erklarung fur diesen scheinbaren Gegensatatkdn der zellularen Lokalisation des
EGF-Rezeptors liegen, die hier und von Matsubaral &f nicht differenziert untersucht
wurde. Es ware mdglich, dass die Mehrzahl der Rermeylekile in N87 sich in Caveolae
oder an der Oberflaiche von Endosomen befindet, siech erst bei hdheren
Ligandenkonzentrationen mit der Zellmembran verbmaind so fur eine Aktivierung
zuganglich werdefi. Auf diese Weise ware eine hohe EGF-Rezeptoresjomesnit einer
geringen Proliferationsrate vereinbar. Hier kdnntemunzytochemische Farbungen an
N87 weiteren Aufschluss liefern.

Nach der Inhibierung mit AG1478 zeigte sich bei N&ne starke Abnahme der
Phosphorylierung, die sich jedoch nicht vollstandigerdriicken lie3. Es ware mdglich,
dass in N87 der EGF-Rezeptor in geringem MalRe amithHER2 ein Dimer bildet.
Letzterer gilt als bevorzugter Dimerisationspartdes EGF-Rezeptors, von HER3 und
HER4. Zudem besitzt dieser eine konstitutiv aktil@nformation, was die fortgesetzte
Phosphorylierung nach AG1478-Zugabe erklaren wiiréfe Durch die Dimerisierung mit
dem HER2 ist die Cbl-Bindung inhibiert, was den Abbdes Rezeptorkomplexes
verlangsanit. Eine Degradation der Rezeptorheterodimere kaotzdem stattfinden,
wenn der EGF-Rezeptorlevel oberhalb dem von HE®JFH. Das ist hier zu erwarten, da
AG1478 in einer den EGF-Rezeptor hemmenden Koratmtr einen eindeutigen Effekt
gezeigt hat. Die Vorinkubation mit einer AG1478-Kentration von 100 uM, die laut
Herstellerangaben auch den HER2 hemmt, wurde bé& mNéht durchgefihrt, da der
beobachtete Effekt fiir das Ziel dieser Arbeit aictiend war.

4.2.1.2 In N87 wird mdglicherweise hauptsachlich EGF freigsetzt

Zusatzlich zu der in N87 durch AG1478 nicht kompldtemmbaren EGF-
Rezeptorphosphorylierung wurde bei den mit AGl47@bghandelten Zellen eine
Zunahme der EGF-Rezeptormenge beobachtet (siehi&ddibd 24). Mdglicherweise wird

in N87 hauptséchlich EGF fir die auto- oder parskriGrundstimulation des EGF-
Rezeptors freigeset?f. Nach der Bindung von EGF an seinen Rezeptor, kogsrbei
Dimerisierung Uber die Bindung von Cbl, CIN85 undiduitin zur Degradation des
Ligandenrezeptorkomplex®s °” %! Die Menge des EGF-Rezeptors verringert sich
dadurch innerhalb der Zelle nach 20 bis 30 Mintféh Dieser Effekt kénnte in den mit
AG1478 nicht vorbehandelten Zellen zu einer genegeEGF-Rezeptorkonzentration
fuhren. Es wéare moglich, dass durch die 30-minitigenkubation AG1478 nach einer

Hypothese von Gan et &l.zur Formierung von inaktiven Dimeren gefiihrt hBie
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Autoren beobachteten bereits nach einer Inkubatiih AG1478 von 20 Minuten
konformationelle  Anderungen am EGF-Rezeptorproteimadurch  unterbleibt
moglicherweise die Degradation des EGF-Rezeptoas, 2u einer gré3eren préazipitierten
Proteinmenge fuhrt.

Eine Zunahme der Proteinmenge durch AG1478 wurdkmanderen Zelllinien nicht
beobachtet. Mdglicherweise wird in diesen Zellimidauptsachlich TGk- fur die
Grundstimulation des EGF-Rezeptors freigesetzt, wias Gegensatz zu der
Rezeptordegradation nach EGF-Bindung zu einer Riitdgerung des EGF-Rezeptors an
die Zelloberflache fiihtt®.

4.2.1.3 Die fehlende Inhibierung der EGF-Rezeptorphosphorykrung
durch AG1478 in MKN45 kann verschiedene Ursachen Heen

Bei der Zelllinie MKN45 zeigte sich im Vergleich zder eher geringen EGF-
Rezeptorproteinkonzentration eine starke Phospieouyly des EGF-Rezeptors
(vergleiche hierzu die Abbildungen 8 und 9). Es wadem auffallig, dass diese sich nicht
durch AG1478 hemmen lie3. Die Steigerung der AG1da@B8zentration bis auf 200 uM
blieb ebenfalls ohne Effekt (siehe Kapitel 4.1.12h) dass die Heterodimerisierung mit
HERZ2 als Ursache fur den fehlenden Effekt durch At&lausscheidet.

Die Wirkungsweise des 4-(3-Chloroanilino)-6,7-Dilm@tyquinazolins AG1478 beruht
auf einer kompetitiven Hemmung der ATP-Bindung anRindungstasche bei AS 721. Es
gibt Hinweise dafir, dass es durch die Wirkung »@1478 zu einer Dimerisierung der
inhibierten Rezeptormonomere konimft®> Die Formierung inaktiver Rezeptordimere
durch Quinazoline nimmt sogar in Anwesenheit voganden zu, wie Lichtner et & fur
das Quinazolin PD153035 herausgefunden haben. ebimen an, dass sich dadurch die
Effekte dieser Tyrosinkinaseinhibitoren potenzierda nicht nur der Rezeptor gehemmt
wird, sondern die freien Liganden durch ihre Bingun den Komplex weggefangen
werden. Moglicherweise bewirkt AG1478 eine Fixieguwter durch die Ligandenbindung
hervorgerufenen Dimerisierung. Diese fixierten Dien&dnnten dann die Signalweiter-
leitung in das Zellinnere verhindern.

Da es bei MKN45 keine Unterschiede in der Phosplesong des EGF-Rezeptors mit
oder ohne AG1478-Vorinkubation gab, sollte der déelde Effekt durch den Inhibitor auf
andere Ursachen zurtickzufiihren sein:

a) Es sind Mutationen des EGF-Rezeptors beschrielmdmen die Ligandenbindungs-
stelle durch alternatives Splicing nicht vorhandsff’. Die EGFRvIII-Mutation mit
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b)

einem Molekulargewicht von 145 kDa konnte eine &mkhg fUr die ausgepragte
Doppelbande in der 4G10-Farbung bei MKN45 sein hgsiebeispielsweise
Abbildung 21”2 Der zur Immunprazipitation verwendete polyklonaeti-EGF-
Rezeptorantikdrper 1005 bindet carboxyterminal as BGF-Rezeptorprotein. Damit
sollte auch EGFRvIII mitpréazipitiert werden konn&iese Moglichkeit scheint jedoch
auszuscheiden: Der zur Ladekontrolle verwendeteoklonale Anti-EGF-Rezeptor-
antikorper 13G8 bindet auch carboxyterminal anAde1165 bis 1186. Damit misste,
wenn EGFRuvIII beispielsweise nach Dimerisierung dein EGF-Rezeptor oder mit
HER2 zusammen prazipitiert wird, in der 13G8-Fadumindestens eine Bande bei
145 kDa zu sehen sein.

Es kdonnte sich um eine Mutation der ATP-Bindundksthandeln. Die Mutation
Lys721Ala verhindert die Signaltransduktion des H@&#zeptors®. Die Mutation
Lys721Arg verhindert bei Inkubation mit AG1478 dieildung von inaktiven
Rezeptordimereh Wird die Dimerisierung als Zeichen fiir die Wirkumon AG1478
gedeutet, ware der Inhibitor moglicherweise bei &fionen an der ATP-
Bindungsstelle wirkungslos. Es scheint sich jedoghartifiziell erzeugte Mutationen
zu handeln, da sie in den vorliegenden Arbeitenegrgentell erzeugt wurden und
bisher keine Beschreibung in Mutationsanalysen@eweben existiert.

Die Untersuchung von 77 Tumorproben von Moutinhoa&t’

zeigte, dass
Mutationen des EGF-Rezeptors im Magenkarzinom sehen sind. Aber sie fanden
einen Zusammenhang mit dem diffusen Wachstumstgn, auch MKN45 zeigt.
Kimura et al**’

zelllinien, darunter auch MKN45. Sie fanden diissenseMutation Alal048Val

untersuchten Mutationen des EGF-Rezeptors in ddelgenkarzinom-

innerhalb der carboxyterminalen Autophosphoryliggdoméane. Die biologischen
Auswirkungen wurden von Kimura et al. nicht besebein. Nach den Erkenntnissen
dieser Arbeit kénnte Alal048Val mdglicherweise zimee auf konformationeller
Anderung beruhenden, durch AG1478 nicht hemmbarédivierung des EGF-
Rezeptors filhren. Ein solcher Effekt wurde von Milet al**® fir die Punktmutation
Glu627Val beobachtet. Es ist auch ein allosterisdB#ekt durch die Mutation
denkbar, die die ATP-Bindungsstelle fur AG1478 wpémglich macht.

Alternativ kbnnte eine gesteigerte Transkriptiotesrau einem solchen Anstieg von
EGF-Rezeptorprotein oder seiner Liganden fihress dane Inhibierung nicht mehr
nachweisbar wére. Keates et'&l.beobachteten, dass eité pylori induzierte

Hochregulation des EGF-Rezeptors in AGS-Zellen néehbis sechs Stunden eintritt.
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Huang et af® konnten die durch Angiotensin Il gesteigerte Tiaiisn von MMP2
und -9, zwei Metalloproteinasen, die Pro-HB-EGFltgmakoénnen, in MKN28 nach
etwa 12 Stunden zeigen. Die Erklarung der fortgéset EGF-Rezeptorphosphory-
lierung durch gesteigerte Transkriptionsraten esith gestitzt durch diese beiden
Beispiele, bei der hier verwendeten 30-minttigerritdaubation von AG1478 eher
unwahrscheinlich.
Nachdem die Inhibierung der EGF-Rezeptorphosplenytig in MKN45 nicht
unterbrochen werden konnte, wurde im Folgenden ewe eventuelle Steigerung der
EGF-Rezeptorphosphorylierung durch Angiotensin ntessucht. Fir den Fall, dass in
MKN45 eine Mutation oder eine Heterodimerisierung REER2 vorliegt, sollten jedoch
die Ergebnisse aus den Stimulationsexperimentedngiotensin Il fur diese Zelllinie mit
Vorsicht betrachtet werden. Auf die Untersuchung B&F-Rezeptorphosphorylierung
nach Zugabe der AT1R- und AT2R-Antagonisten wurdgewn der unsicheren Deutbarkeit

der Ergebnisse verzichtet.

4.2.2EGF-Rezeptortransaktivierung durch Angiotensin Il
uber den Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor

Die Ergebnisse zeigen, dass der EGF-Rezeptor invidgrenkarzinomzelllinien MKN28,
AGS und N87 durch Angiotensin Il transaktiviert evirin den Experimenten mit
verschiedenen Angiotensin IlI-Konzentrationen undsefeéiedenen Stimulationszeiten lasst
sich eine Veranderung in der EGF-Rezeptorphospieouyly nachweisen (siehe Kapitel
4.1.2.1 und 4.1.2.2). Die Experimente mit dem detien EGF-Rezeptorinhibitor
AG1478 zeigen, dass eine durch Angiotensin Il he@fene, oberhalb des
Ausgangsniveaus liegende Phosphorylierung am EGE{Rer unterbrochen werden
kann. Zusatzlich konnte fir MKN28 gezeigt werdemssl Angiotensin Il den EGF-
Rezeptor tber die Aktivierung des Angiotensin lIpTY Rezeptors transaktiviert (siehe
Kapitel 4.1.2.4). Die Antagonisierung der Angiot@nsl-Bindung an den AT1R mit
Olmesartan fihrte eher zu einer Verminderung deFdIR@&zeptorphosphorylierung. Bei
Inhibition der AT2R-Aktivierung durch PD123,319 wadagegen eine deutliche Steigerung
der Uber den AT1R vermittelten EGF-Rezeptorphosgieoung zu beobachten.
Abbildung 26 verdeutlicht schematisch die Antagmmisng der Angiotensinrezeptoren

und die daraus resultierenden Effekte am EGF-Reeept
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Abb. 26: Die EGF-Rezeptortransaktivierung duch Ang Il erfolgt Giber den AT1R.

Oben: Bei Antagonisierung der Angiotensin II-Bindung aen Angiotensin Il Typ 2
Rezeptor mit PD123,319 wird das Signal Uber den AgéRitet. Es kommt im Anschluss zu
einer starken EGF-Rezeptoraktivierung verglichen aeiln Ausgangszustantinten: Die
Antagonisierung der Angiotensin 1I-Bindung an dengftensin Il Typ 1 Rezeptor mit
Olmesartan fihrt nur zu einer der Grundaktivierudes EGF-Rezeptors entsprechenden
EGF-Rezeptorphosphorylierung. Verantwortlich sindrhrermutlich die tUber den AT2R
aktivierten Phosphotyrosinphosphatasen.

Wie in anderen Organsystemen anhand uorvitro Experimenten bereits gezeigt
wurde, ist die Transaktivierung des EGF-Rezeptor$Senalweg, tber den Angiotensin Il
auf den Zellstoffwechsel wirken kann. In glattenf&&anmuskelzellen (VSMC) verursachte
Angiotensin Il Giber die Freisetzung von HB-EGF Hgflertrophié®®, Zellproliferation
und -migratioi®. Uber den Anstieg der intrazellularen *G&onzentration fiihrte eine
AT1R vermittelte EGF-Rezeptortransaktivierung inNS der Ratte zu einer Aktivierung
von MAP-Kinasef.

Die unkontrollierte Zellproliferation und die Faket von Zellen zur unkontrollierten
Migration sind zwei von sechs essentiellen Eigeafteh, die laut Hanahan und
Weinberd® eine Tumorzelle charakterisieren. Dass Angiotensin Uiber seine

Transaktivierung des EGF-Rezeptors entsprechendiekt&f im Magenkarzinom
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hervorrufen kann, lassen die Ergebnisse von Roeka®* vermuten. Sie konnten einen
Zusammenhang zwischen dem ACE-Genotyp und dem Blatizd des Magenkarzinoms
vom intestinalen Typ herstellen. Der ACE-DD-Genotypr dabei mit einem héheren
UICC-Tumorstadium und einer héheren Anzahl von Lijkiptenmetastasen verbunden.
Rocken et at®® untersuchten weiterhin die AT1R- und AT2R-Expressiim
Magenkarzinom vom intestinalen, diffusen, gemischted unbestimmten Typ. Der AT1R
konnte in 26%, der AT2R in 95% der Félle im Zytgmea der Tumorzellen aller
Tumortypen nachgewiesen werden. Im Magenkarzinom wrdestinalen Typ korrelierte
die AT1R-Expression mit der Anzahl der Lymphknotetastasen, der N-Kategorie und
dem UICC-Tumorstadiufi’>. Unabhangig vom ACE-Genotyp lag das relative Ridikr
Lymphknotenmetastasen in allen Tumortypen, ausgarandem diffus wachsenden Typ,
bei AT1R-Status bei 4,40. Bei gleichzeitigem Vorliegen @e3E-ID- oder ACE-DD-
Genotyps, stieg das relative Risiko, verglichen deim Vorliegen des ACE-II-Genotyps,
sogar auf 13,00 bzw. 19,58 Bei Vorliegen der beiden erstgenannten ACE-Gayety
besitzt das ACE eine hdhere Plasmakonzentratiorglibhierweise wird dadurch mehr
Angiotensin Il bereitgestellt.

In anderen  Tumorzelllinien  konnte die Angiotensinl | vermittelte
EGF-Rezeptortransaktivierung bereits nachgewieserden. Greco et &f. konnten die
Transaktivierung in Brustkrebszellen nachweisendigsem Fall l6ste Angiotensin Il die
EGF-Rezeptor vermittelte Aktivierung von ERK1/2 unceine gesteigerte
Tumorzellproliferation aus. In humanen Leberkarmzelllinien wurde die Aktivierung
von ERK1/2, STAT3 und Akt durch Inhibierung der Ang vermittelten EGF-
Rezeptortransaktivierung geheniffit

Letztlich muss davon ausgegangen werden, dass G&+Rezeptor Uber die von
Angiotensin Il ausgeldosten Signalwege direkt affektwird. Durch die Funktionsweise
des EGF-Rezeptors kommen dafur drei mogliche Wegé&rage: (1) Angiotensin Il
aktiviert intrazellulare Tyrosinkinasen, die den EBezeptor phosphorylieren. (2)
Angiotensin Il inhibiert intrazellulare Phosphotgnophosphatasen. (3) Angiotensin Il
setzt Uber die Aktivierung von Metalloproteasen diganden des EGF-Rezeptors frei.
Durch die Hemmung der ATP-Bindungsstelle mithilfenvAG1478 konnten in dieser
Arbeit sowohl der intra- als auch der extrazell@l&ktivierungsweg des EGF-Rezeptors

inhibiert werden.
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4.2.2.1 Intrazellulare EGF-Rezeptortransaktivierung

Fur die Nichtrezeptortyrosinkinasen Jak2 und Srawnke die intrazellulare EGF-
Rezeptorphosphorylierung gezeigt werdeA'® #*¢ Beide Tyrosinkinasen werden auch
von AT1R aktiviert®® 3 13% Ali et al® konnten die Assoziation von Jak2 an das YIPP-
Motiv nachweisen. Biscardi et @i.fanden in Brustkrebszellen einen Zusammenhang
zwischen der Src abhéangigen EGF-Rezeptorphospbomly und der damit
zusammenhangenden DNA-Synthese. Seta ¥F &onnten in COS7-Zellen, einer aus
afrikanischen Affen gewonnenen Nierenfibroblastdhize, nachweisen, dass dafir die
Tyrosinseitenkette an Position 319 innerhalb deBP¥Motivs nétig ist. Sie bindet das
SH2-Domanehaltige Adapterprotein SHP-2, das wiededie Bindung an den EGF-
Rezeptor vermittelt. Die dadurch erfolgte ERK1/2tikierung konnte durch AG1478
verhindert werden. Shah et'8f.konnten 2004, auch an COS7-Zellen, zeigen, dabgies
einer inhibierenden Mutation an Tyrosin 319 trotadeur Aktivierung von ERK1/2 kam,
die sich durch den Metalloproteaseinhibitor GM60@inmen liel3. Das bedeutete, dass die
Transaktivierung des EGF-Rezeptors den Alternatiniiber die Freisetzung der EGF-
Rezeptorliganden genommen hatte. Allerdings exé&tie hier widersprichliche
Ergebnisse. Diegleiche Nullmutation fiihrte bei Saital’®® zu einer durch AG1478 nicht
hemmbaren ERK1/2-Aktivierung, wahrend Shah et #&. ERK1/2-Aktivierung durch
AG1478 hemmen konnten. Die Ergebnisse von Setd ¢dsgsen auf einen alternativen
intrazellularen EGF-Rezeptortransaktivierungswedisgen.

Die den EGF-Rezeptor bezlglich seiner Aktivierunggativ effektierenden
Phosphotyrosinphosphatasen sind die PTP-1B un8Hie £% %% In VSMC von Mausen
fuhrte die selektive AT2R-Aktivierung zu einer gagerten SHP-1-Aktivitaf°. Das fiihrte
im Anschluss zu einer verminderten EGF-Rezeptoqphaylierung und einer
verminderten ERK-Aktivitat. Die Ergebnisse diesebdit legen nahe, dass Angiotensin Il
uber den AT2R eine inhibierende Wirkung am EGF-Reze auch in den
Magenkarzinomzelllinien austbt (siehe Kapitel 44).2In MKN28 scheint die durch die
Aktivierung des AT2R gesteigerte Phosphataseaiitivit die EGF-
Rezeptorphosphorylierung nahezu vollstandig zu imddrn (zur Verdeutlichung siehe
Abbildung 26).
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4.2.2.2 EGF-Rezeptortransaktivierung durch Freisetzung vonLiganden

des EGF-Rezeptors

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Moéglichkaier dem Modell des TMPS (siehe
dazu Abbildung 27) folgenden EGF-Rezeptortransakivmg im Magenkarzinom zu.
Obwohl der Gebrauch von AG1478 hier sowohl deraintals auch den extrazellularen
EGF-Rezeptortransaktivierungsweg zulasst, liegt\endacht einer tber die Freisetzung
der EGF-Rezeptorliganden vermittelten EGF-Rezepatosaktivierung aus verschiedenen
Griinden nahe. Die beschriebenen unterschiedlichgebBisse von Shah et’dl.und Seta
et al’*® lassen den intrazellularen EGF-Rezeptoraktivieswsg nicht zuletzt eher
unwahrscheinlich erscheinen.

Der extrazellulare Transaktivierungsweg wird durclie Ergebnisse mehrerer
Arbeitsgruppen gestiitzt. Carl-McGrath ef%konnten eine Uberexpression von ADAMY,
-12 und -15 im Magenkarzinom nachweisen. Zusatzhcdden sie in den hier untersuchten
Magenkarzinomzelllinien eine hohe Expression diddetalloproteasen. Dadurch kann
angenommen werden, dass die Transaktivierung désHgZeptors Uber die Freisetzung
seiner Liganden geschieht. ADAM9, -12 und -15 samdder Spaltung von Pro-HB-EGF
beteiligt. Ein weiteres Indiz liefert die Arbeit ndHuang et al®. Sie konnten in MKN28
die von Angiotensin Il induzierte, gesteigerte THiption von MMP2 und -9
nachweisen. Zudem konnte die HB-EGF vermitteltenSaktivierung des EGF-Rezeptors
durch Angiotensin |l bereits in glomerularen Poderf, Mesangialzelleft’,
VSMC!® 2 intestinalen Epithelzelléhund COS7-Zelle’ gezeigt werden.

Liganden:

/" T\ EGF, Amphiregulin,
<> ADAM WV V4 HB-EGF, TGF-,
®@ 25 \ /Neuroreguline1-4,

V Betacellulin, Epigen,
/V\/\ /\ I I Epiregulin
;;;;;:{ h\\\\( rrrfrrr T
\VAVERV Pro-Ligand | I
GPCR /
A

.I L\l\/l‘igration
Proliferatic/
Invasion

Abb. 27: Das Triple Membrane Passing Signal.

Die EGF-Rezeptortransaktivierung nach GPCR-Aktivigrigeschieht unter Einbeziehung
der ADAMSs, die die EGF-Rezeptorliganden aus ihrenMdranverankerung freilassen.
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Wie es nach AT1R-Aktivierung zu einer Aktivierun@rdADAMs kommt, konnte
bisher noch nicht vollstandig geklart werden. In $SZellen konnte nach einem
AT1R vermittelten Anstieg der intrazellularen’G&onzentration und einer konsekutiven
Aktivierung reaktiver Sauerstoffspezies die HB-EBfeisetzung belegt werden. Der
AT1R konnte hier Uber das (®rotein auf die ADAMs gewirkt haben. Durch eine
dominant negative @Mutation blieb die AT1R vermittelte HB-EGF-Freigehg aus'.
Moglicherweise ist auch das Protein Eve-1 an dieBeozess beteiligt> Dieses Protein
besitzt SH3-Domanen und bindet an ADAM9, -10, -15 und ADAM17. Nach dem
Hemmen der Expression von Eve-1 mithilfe von siRMAluzierte sich die Freisetzung
von HB-EGF in mit Angiotensin Il stimulierten humem Fibrosarkomzelllinien. Fir ein
weiteres Protein mit einer SH3-Domane, das PACSIKNS)nte die Assoziation mit
ADAMY, -10, -12, -15 und -19 in humanen Sarkomzelleachgewiesen werden. Eine
Inhibierung dieses Proteins mittels siRNA fuhrte emer Verminderung der durch
Angiotensin Il freigesetzten HB-EGF-Merlge

4.2.3Ausblick

Um weitere Aufschlisse tUber den Weg der EGF-Remeptsaktivierung zu erhalten,
sollte die EGF-Rezeptorphosphorylierung nach Idnimg der ADAMs, beispielsweise
mit dem Breitspektrummetalloproteaseinhibitor GM&0Qntersucht werden. Ebenso
konnte der von den ADAMs freigesetzte EGF-Rezejganid bestimmt werden. Der
Ligand kann Hinweise auf das vom EGF-Rezeptor désge Signal gebéff.
Ligandenspezifisch wird eine der Tyrosinseitenkefposphoryliert. Je nach aktivierter
Seitenkette wird eine spezifische Signalkaskadieiakt>>.

Die eingeschaltete Signalkaskade kann dann Aufssaliiber die von Angiotensin I
auf molekularer Ebene ausgelosten Effekte gebea. Edschaltung der PI3K koénnte
beispielsweise einen erhdhten Zellstoffwechsel b 4> Die PI3K wird auch von
dem MET-Onkogen eingeschaltet, das im Magenkarzinoihder Prognose korreliert und
auch von AT1R Uber die Bildung reaktiver Sauersfmékzies eingeschaltet werden
kanf” % Die Rekrutierung der PLyiCkonnte fiir die durch Angiotensin Il ausgeldste
Invasion und Metastasierung mitverantwortlich §8in*®> Das ware méglicherweise
ursachlich fir den von Rocken et'#.beschriebenen Zusammenhang von AT1Rd
dem UICC-Tumorstadium. Die Aktivierung der ERK uN@AP-Kinasen wirde Hinweise

fiir eine durch Ang Il gesteigerte Tumorzellproli#gon und -hypertrophie liefeft.
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Gleichzeitig konnte Uber die Kenntnis des freigeset EGF-Rezeptorliganden
moglicherweise eine Aussage Uber die Potenz deslieeem Fall erzeugten EGF-
Rezeptorsignals gemacht werden. Die Freisetzungl@fa wirde zu einem Signalende
in den Endosomen fihren, wahrend nach Freisetzamg BGF die Rezeptorinternali-
sierung keinen Einfluss auf das Signal hatté®

Durch das Finden des Zusammenhangs von AT1R-Aktinge und EGF-Rezeptor-
transaktivierung konnte die Inhibierung der Angiai@ 11-Wirkung mit den bereits
bekannten und eingesetzten Therapeutika zu einénumgsvollen Ergénzung der
aktuellen Magenkarzinomtherapie werden. Die durciilR-Antagonisten ergénzte
Therapie des Magenkarzinoms kénnte dabei besosohengoll sein:

Bei der hohen Expressionsrate von AT2R im Magerikamz (95%}%* wére eine
diesen Rezeptor ausnutzende Therapie nach denrisgeb dieser Arbeit von Vorteil. Die
im Vergleich dazu relativ geringe AT1R-Expressi@6%)-** wiirde eine Evaluation des
AT1R-Status noétig machen. Es kann angenommen werdess vor allem bei
gleichzeitiger Expression von AT1R und AT2R die &ade der AT1R-Aktivierung durch
die Wirkstoffgruppe der Sartane eine potenziertek®dmkeit besitzt. Mithilfe der AT1R-
Antagonisten wirde einerseits die mitogene Wirkdag EGF-Rezeptors, ausgeldst durch
AT1R, antagonisiert werden. Gleichzeitig wirde dmif diese Weise verstarkte
Signalauslésung Uber den AT2R zu einer gesteig@&hasphataseaktivitat fuhren, die im
Verlauf nicht nur den EGF-Rezeptor hemmt, sondercheEinfluss auf nachgeschaltete
intrazellulare Signalkinasen, wie ERK und MAP-Kiaas haben konnte. Dieser
Mechanismus konnte die antiproliferativen und pomptischen Effekte des AT2R fur die
Therapie des Magenkarzinoms ausnutzen. Hinweise tlafert auch die Arbeit von
Huang et af’. Sie fanden in den in Mausen mit MKN28 induzierfeamoren eine
Reduktion der TumorgrofRe um 70% bei Behandlungdem AT1R-Antagonist TCV-116
(Candesartan cilexetil) mit einer Konzentration somg/kg/Tag.

Auch der Einsatz von ACE-Inhibtoren kann mdoglicheise die Therapie des
Magenkarzinoms unterstitzen. Kommt es zu einer R&geptortransaktivierung tber die
Freisetzung von HB-EGF, lasst diese sich durchbitibn von ACE mdglicherweise
reduzieren: Williams et &2 untersuchten die Wirkung des ACE-Inhibitors Capitoguf
das Magenkarzinomwachstum im Mausmodell. Sie stettunachst eine durch Captopril
verringerte Aktivitat von MMP2 und -9 fest. Die awer Magenkarzinomzelllinie
MGLVA-1 entstandenen Tumore in der Maus zeigter &eduktion der TumorgréRe um
40 bis 50%, die durch die Kombination mit Cispldiia zu 71% erreichte.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die Studien euen Therapiemdglichkeiten des
Magenkarzinoms mit monoklonalen Antikérpern gegdeR"’, VEGF*® und den EGF-
Rezeptol’® zeigen, dass das Magenkarzinom héchstwahrscheialich in Zukunft nur
durch eine multimodale Therapie zu behandeln iste Dinterschiedliche EGF-
Rezeptorexpression in der dem schlecht differetezieMagenkarzinom entsprechenden
Zelllinie MKN45, im Gegensatz zu der dem gut difiezierten Magenkarzinom
entsprechenden Zelllinie N87, erlaubt womdglich Aigssage, dass die Hohe der EGF-
Rezeptorexpression im Magenkarzinom alleine nuinger prognostische Aussagekraft
besitzt. Moglicherweise ist dafur die Kenntnis, ddr Rezeptor vor allem intrazellular, in
Caveolae oder Endosomen, oder an der Zelloberfléegie von Bedeutung. Hier kdnnten
immunzytochemische Farbungen an MKN45 und N87 uminunhistochemische
Farbungen an Tumorproben unter dieser Fragestelaitgren Aufschluss liefern.

Moglicherweise muss fur das Magenkarzinom das Egmwasmuster verschiedener
Onkogene und Prognosemarker im Zusammenhang bitragerden. Die EGF-
Rezeptortransaktivierung durch Angiotensin Il |asatf eine neue Maoglichkeit der
Beeinflussung der Prognose der Magenkarzinomerkramkchliel3en. Die Inhibierung der
Komponenten des LAS mit den bereits fur die Behamgllder arteriellen Hypertonie
zugelassenen AT1R-Antagonisten und ACE-Inhibitok&mnte nach den Ergebnissen
dieser Arbeit, sowie von Rocken et'#. Huang et ai’ und Williams et af® eine

hoffnungsvolle Erganzung der bereits eingesetztenttherapeutika sein.
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Kapitel 5 Zusammenfassung

Das Magenkarzinom liegt an zweiter Stelle der weitwdurch Tumorerkrankungen
bedingten Todesfaté. Neue Kombinationen der bisherigen Chemotherapiefa
konnten das Uberleben nicht wesentlich steigerre Wlissenschaft der letzten Jahre
konzentriert sich daher auf die Suche nach, demalMeder Erkrankung vorhersagenden,
Prognosemarkern. Diese konnen mdoglicherweise auwén eAngriffspunkt fir neue
Therapieformen darstellen.

Der Epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-Rezgppielt eine Schltsselrolle in
der Zellproliferation, der Zellinvasion und der IBelgration. Seine Expression betragt im
Magenkarzinom bis zu 7494. Das Verstandnis der Aktivierungsmechanismen deB-E
Rezeptors ist fur das Verstdndnis von Tumorbiologrel den daraus resultierenden
Therapiemoglichkeiten von grof3er Bedeutung, bessnite Verbindung mit mdglichen
Prognosemarkern. Die EGF-Rezeptoraktivierung veernde Tyrosinkinaseinhibitoren
oder monoklonale Antikorper, wie beispielsweiseu@&hab und Panitumumab, erganzen
zunehmend die Tumortherapie. Auch fur das Magemnkamz wurden hier erste klinische
Studien durchgefiihit 1’3

In den letzten Jahren ist die lokale Expression déegiotensinsystems (LAS)
zunehmend prognostisch interessant geworden. Esit&kogezeigt werden, dass die
Expression des Angiotensin Il Typ 1 Rezeptors (Al bkt dem Nodalstatus und dem
UICC-Tumorstadium im Magenkarzinom vom intestinalem korreliert®

Der AT1R st ein wichtiger G-Protein gekoppelter zBptor (GPCR). Die
Transaktivierung des EGF-Rezeptors durch GPCRs evlisher in verschiedenen

Geweben untersucfit: 2

Es konnte gezeigt werden, dass an der EGF-
Rezeptortransaktivierung membrangebundene Metallepsen, die sog. ADAMs
(a disintegrin and metalloproteinasebeteiligt sein kdnnen. Sie spalten die Vorstuden
EGF-Rezeptorliganden. Wird der EGF-Rezeptor untektivierung der ADAMs
transaktiviert, wird das alBriple Membrane Passing Sign@MPS) bezeichnét 243

Im Magenkarzinom konnte eine Uberexpression von ADA -12 und -15
nachgewiesen werd&n Zusatzlich wurde in den MagenkarzinomzelllinienkK NR8,

MKN45, AGS und N87 eine hohe Expression dieser Mgteteasen gefundéh
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ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die Hypothese einer Trangakung des EGF-Rezeptors durch
Angiotensin Il (Ang 1) in den humanen Magenkarzimzelllinien MKN28, MKN45, AGS
und N87 untersucht. Damit sollte ein mdglicher Wiy Beteiligung des LAS an der
Kanzerogenese des Magenkarzinoms gepruft werden.

Um das EGF-Rezeptorprotein gezielt analysieren émn&n, wurde die Methode der
EGF-Rezeptorimmunprazipitation (IP) etabliert. Bigpression des EGF-Rezeptors wurde
mittels RT-PCR und Western Blot in den Magenkaminelllinien MKN28, MKN45,
AGS und N87 uberprift. Die Aktivierung des EGF-R#pes nach EGF- (25 bis
200 ng/ml) bzw. Ang Il-Zugabe (T0Obis 10° M) wurde alleine und in Kombination mit
den Antagonisten AG1478, Olmesartan und PD123,319Zellkulturexperimenten
untersucht. Die Auswertung erfolgte mithilfe von BDS-PAGE, Western Blot, Immun-
farbung und Chemolumineszenz. Die Bildauswertuntplggte mit der G-Box, der
GeneSnap-Software und der GeneTools-Software. ieustdtistische Auswertung wurde
der Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben verwénde

Eine starke Expression des EGF-Rezeptors auf mRb#n& und seine Expression auf
Proteinebene konnten fir alle untersuchten Zedlfinigezeigt werden. Die fur den
Nachweis der EGF-Rezeptorphosphorylierung etablidtethode der IP war aufgrund
zahlreicher Verarbeitungsschritte eine in der Rraxufwendige und mit interexperi-
mentellen Schwankungen behaftete Methode. Mit Bdwoinnten im Rahmen dieser Arbeit
folgende qualitative Aussagen gewonnen werden: dfsitle die Aktivierung des EGF-
Rezeptors durch EGF fir alle Zelllinien gezeigt aesr. Die EGF-Rezeptortrans-
aktivierung durch Ang Il konnte fur die ZellliniedKN28, AGS und N87 sicher belegt
werden. In den Experimenten mit dem spezifischenFHR@&zeptorinhibitor AG1478
konnte eine durch Ang Il hervorgerufene Phospheryhg am EGF-Rezeptor unter-
brochen werden. Zuséatzlich konnte fur MKN28 mithilfon Olmesartan und PD123,319
gezeigt werden, dass die EGF-Rezeptortransaktiviguauptsachlich tGber den AT1R
erfolgt.

Aufgrund der hohen Expression von ADAM9, -12 uné ith den hier untersuchten
MagenkarzinomzelllinieH, ist eine EGF-Rezeptortransaktivierung durch Angbler den
Weg des TMPS sehr wahrscheinlich. Zur letztliché@rhg sollten weitere Experimente,
beispielsweise mit Metalloproteaseinhibitoren, tigefiihrt werden.

Die von AT1R ausgehende Ang Il vermittelte EGF-Readransaktivierung stitzt die
bereits bestatigte Verbindung zwischen einer edmhAT1R-Expression und einer
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ZUSAMMENFASSUNG

schlechteren Prognose im MagenkarzifBmDie von AT2R aktivierten Phosphatasen
scheinen einen inhibierenden Effekt auf den EGFeRex auszuiibéfi 2%°

Durch das Finden des Zusammenhangs von AT1R-Akting und EGF-Rezeptor-
transaktivierung koénnte die Inhibierung der Angrmsti® II-Wirkung mit den bereits
bekannten und eingesetzten Therapeutika zu einénumgsvollen Ergdnzung der
aktuellen Magenkarzinomtherapie werden. Die Bloeka#r AT1R-Aktivierung durch
direkte Rezeptorantagonisten oder ACE-Inhibitorémrite damit in Kombination mit
EGF-Rezeptorinhibitoren die bestehenden Theraprefordes Magenkarzinoms effektiv

erganzen.
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichemn@ein in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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Anhang

Im Anhang befindet sich eine Literaturrecherche dor dem Beginn der Experimente
dieser Arbeit durchgefihrt wurde. Anhand dieser Heeche wurden die fir die
Experimente bendtigten Antikbrper und Materialiamsgewahlt. Sie diente auch dazu,
einen Eindruck Uber die eingesetzten Konzentratiatex einzelnen Stimulantien und die
Durchfihrungsbedingungen in Arbeiten mit ahnlichdmema zu erhalten. Fir einen

besseren Uberblick wurden die relevanten Infornmatiotabellarisch zusammengefasst.
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ANHANG: Literaturrecherche fur die Etablierung dermunprazipitation und die Auswahl geeignter Sutsta

TMPS in Magen- und Kolonkarzinomzelllinien
EGFR-Ligand-
Autor Stimulation Zellen Zellkultur P Western Blot EGFR-Ak AG1478 EGFR-Blockade |Anti-Phospho-Tyr-AK] Shedding Inhibitor|  \mp-inhibitor EGFR-Liganden
6 cm dish with ceII-Iyzatlor.L 15000 . .
2x10E06cells/dish rpm for 10 min, 1 pga{  boil 3 min, 6%
starved 16 h KB-Y EGFRfor2hat4 C, SDS, block: 5%
. R7785/a-EGER- 20 pl protein G- milk 2 h at RT, a- a-EGFR (Upstate a-EGFR neutralizing a-phospho-Tyr 4610 HB-EGF neutrallz.lng KB-R7785, 10pmol/l
Tanida et al. GPCR, IL-8 Katolll ligand-neutralizin sepharose (50% phospho-Tyr-Ab Biotech) monoclonal Ab (Upstate Biotech) Ab #197 as a gift (Nippon Organon
9 utraiizing suspension, 4G10 2 h atRT, 14C10 (BL Co., Ltd)] P (Scios Inc.) K.K.)
Ab 30 min prior,
14C10 60 min prior Amersham) for2h at4] 2nd Ab 1 h at RT,
. . P <C, wash 3Xin lysis ABC reagent
stimulation
buffer
12 cm dish with boil 5 min, 6%
monolayer, starved | 1 mg of lysate protein,| SDS, block: 5%
24 h, wash in ice- 2 pg monoclonal a- milk for 1 h, polyclonal a-EGFR
Keates et al H. pylori AGS cold PBS, lysed 45 | EGFR for 1 hat4 C, | monoclonal PY99 (Santa Cruz); 0,25/0,5/1,0 uM a-phospho-Tyr PY99 |HB-EGF neutralizing] Batimastat, 5ug/ml | EGF, 10 ng/ml (R&D
' oY min on ice with 1 ml| 50 pl ProteinGPlus- | 1:1000 overnight, monoclonal a- (Calbiochem) (Santa Cruz) Ab (R&D Systems) (British Biotech) Systems)
buffer, inhibitors 30 | agarose (Santa Cruz) reprobed with  JEGFR (Santa Cruz)|
min prior, EGF for 10y  overnight at 4 T polyclonal a-EGFR
min for receptor levels
7,5% SDS, 35 min
o ) \
90% confluency, 10 200 V, block: 5%
cm dish starved 24 milk. mouse
. _GPCR' MKN28, h, 5-50 uM GM 6901 1 ml lysatefdish/tube, monoclonal a- | rabbit polyclonal a- 250 ng/ml mouse monoclonal a- GM6001, 0/10/25/50
Shida et al. Sphingosine-1- or AG1478 30 min | 20 pl a-EGFR/tube, 3 phospho-Tyr PY20 5 EGF, 1 ng/ml
MKN74 . . . . phospho-Tyr, hrp- JEGFR (Santa Cruz) (Biomol.) UM (Calbiochem)
Phosphate prior stimulation, 1 | protein A-sepharose labeled 19G (Santa Cruz)
ng/ml EGF for 2 min ge,
as positiv control reprobed with a-
" EGFR
wash in ice-cold
PBS, lyse, SDS-
PAGE, blot stained
starved 48 h o
- with Ponceau Red a-phospho-EGFR (Tyr|
Ding et al. GPCR, PGE2 Mkn2g  |AAG1478 20 min prior for equal protein | 2EGFR (Santa 250nM 1173) (Upstate
stimulation, control: N Cruz) (Calbiochem) !
DMSO amount, prim Ab, Biotech)
hrp-Ab, ECL-
detection
(Amersham)
6-well plate,
10E06/well, starved
- 10/ i -
GPCR (M3 H508, CHO- 24 h, PBS 1h 3? T, 10% SDS equal . PD168393, 1 UM rabbit polyklonal a
Cheng et al. receptor), 10 min incubation, protein: repobed 0,1 uM (Alexis) X phospo-EGFR (Cell
! M3 . X . (Calbiochem) . .
Acetylcholine lysis-buffer, with anti-p42 Signaling)
inhibitors 30 min
prior test-agent

Referenzen:Tanida et af’
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ANHANG: Literaturrecherche fur die Etablierung dermunprazipitation und die Auswahl geeignter Sutsta

TMPS in Magen- und Kolonkarzinomzelllinien

EGFR-Ligand-

Autor Stimulation Zellen Zellkultur P Western Blot EGFR-Ak EGFR-Blockade | Phospho-Tyr-Ak | Shedding Inhibitor|  pmmp-inhibitor EGFR-Liganden
confluent monolayer,
24 h starved, wash -
X in PBS neutralizing mouse
Keates et al. H. pylori AGS pretreated with 10 6% SDS a-EGFR (Santa 1 gmolll monoclonal a-EGFR EGF 10 ng/ml, HB-
ug/ml EGFR- Cruz) (Calbiochem) (Upstate Cell EGF 10 ng/ml
neutralizing-Ab for 1 Signaling)
h
3X wash in Ringer,
equilibr. 30 min in 37
€, incubations 3 min boiled
10E06 cells on 30 | stopped with ice-cold blotted overni r'n 4
T84-Colon mm Millicel-HA PBS, lysis-buffer 4 T 9 human a-EGFR monoclonal PY20 (BD
Bertelsen et al. GPCR, VIP . ) T, 1% block 30 . .
Epithel Transwells, AG1478| for 45 min, 12000 rpm| . (Upstate Biotech) Transduction Lab.)
. X ! min, 1st 1 h, 2nd 30
20 min prior 10 min, 5 pl a-EGFR- min
Ab 4 T 60 Min, 40 pl
A-Sepharose 4 T
overnight
6 cm dish with cell-lyzation, 15000
5x10E04cells/dish, Jrpm for 10 min, 1 pg a{ 3 min boiled, 6%
96er well with EGFRfor2hat4 C, | SDS, block in 5% .
. ’ - HB-EGF trall KB-R7785, 10 uM
Itoh et al GPCR. IL-8 Caco2, 10EO05cells/ml for 24| 20 pl protein G- milk for 2 h at RT, | human a-EGFR a-phospho-Tyr 4G10 Ab #lgr;c-;Llsr:lzi;(ng (Nippon Or anin
’ ! ColonCA h, starved for 12 h, sepharose (50% incubate with 4G10| (Upstate Biotech) (Upstate Biotech) (Scios Inc )g PP KK )g
#197 and KB-R7785|suspension for 2 h at 4{for 2 h, 2nd Ab for | s o
30 min prior ), wash 3X in lysis- hatRT
stimulation buffer
100 mm dishes, 70%)
confluency, starved lyzation: 45 min on
for 48 h, inhibitors: a| iZe 12060Xg for 10 7,5% SDS, anti- monoclonal a-EGFR,
PAR1-receptor, HT-29, TGFa2h pno.r, a min, polyclonal a- phospho-Tyr 4G10,] polyclonal rabbit a- _10 Hg/ml (Upstate a-phospho-Tyr 4G10 |monoclonal a-TGF-qf Batimastat (8_394)' 5 EGF 6 nmol/l
Darmoul et al. K EGFR 2 h prior, total EGFR EGFR (Neo Biotech), PD168393,| - pmol/l (British .
Thrombin ColonCA X X EGFR coupled to X (Upstate Biotech) (Oncogene) . (Interchim)
Batimastat 30 min . detected with Markers) 2 pmol/l Biotech)
R . X protein G-Sepharose R
prior, stimulation for ) polyclonal a-EGFR (Calbiochem)
. overnight at 4 C
5 min at 37 C, wash
with cold PBS
starved for 24 h
' . ) ] 7,5% SDS, 35 min
AG1478 or GM6001| incubation with a- ) ' ) mouse monoclonal a-
. . . X 200 V, block: 5% bbit polyclonal a-| . GM6001, 25 uM EGF 10 ng/ml
Mori et al. GPCR, LPA |DLD1, ColonC4| 30 min prior, EGFR, protein A- . oc o |rabpit polyclonal & 250 ng/ml (Biomol) phospho-Tyr PY20 R K ngim
. X X milk, mouse a- |EGFR (Santa Cruz) (Calbiochem) (Peprotech EC)
stimulation with EGF| agarose (Santa Cruz)
X phospho-Tyr-Ab
for 5 min
|154
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ANHANG: Literaturrecherche fir die Etablierudgr Imnmunprazipitation und die Auswahl geeigntebbsganzen

TMPS in Magen- und Kolonkarzinomzelllinien

prior EGF for 15 min

at 4 C, wash 2Xin
lysis-buffer

Ab-incubation
overnight

EGFR-Ligand-
Autor Stimulation Zellen Zellkultur P Western Blot EGFR-Ak AG1478 EGFR-Blockade Phospho-Tyr-Ak | Shedding Inhibitor|  pmmp-inhibitor EGFR-Liganden
- -
starved for 24 h, incubation with a- 722?\??)?;)3(5 5”:/'0" mouse monoclonal a-
) LoVo, human | PTX 24 h prior or B . . rabbit polyclonal a-| GM6001, 10/25/50
Shida et al. GPCR, LPA ColonCA GM6001 30 min EGFR, protein A. milk, rabbit EGFR (Santa Cruz) phospho-Tyr PY20 M (Calbiochem) EGF (PeproTech EC)
ior stimulation agarose polyclonal a- (Santa Cruz)
P phospho-Tyr-Ab
- - =
1000 pg lysate bOS”DS SmtIJT(;cllS &
incubated with 4 pl a- 504 BS’A for 1.h a-phospho-Tyr-Ab
. 0 P . .
GPCR (M3- EGFR overnightat4 | . . ; EGFR neutralizing | directly conjugated
. t TBST -EGFR (Upstat . R GM6001, 50 UM f
Ukegawa et al. receptor), T84, colonCA T, protein G-agarose mcuba ein TBS @ . (Upstate 10 pM for 15 min | Ab LA-1, 10 mg/ml |with hrp RC20, 1:2500| uhtor EGF 1 nM
with a-phospho-Tyr; Biotech) X . 18h
Carbachol (Santa Cruz) for 1 h, . for 20 min (Tranduction
R Ab directly .
wash pellets 2X in . . Laboratories)
vsis buffer conjugated with
Y hrp, 1:2500
a-TGFa neutralizing
RGM1 gastric PD 135035 and specific Ab EGFR neutralizing HQEJE(é:I?l:;Oui?aeI?;i);
epithel; GM6001 16 h prior, immobilized onto a-phospho-Tyr, 250 "M Ab LA-1, 10ug/ml for| Ab (R&D S Stemsﬁ
Pai etal. GPCR, PGE2 | CaCO2, LoVo,| AG147820 min |protein A-sepharose 2| reprobe with a- (Calbiochem) 2 h (Upstate EGE neutra>llizin AEJ GM6001, 25/50 pM
HT-29 colon prior, neutralizing |h at 4 C, wash in lysis: EGFR Biotech); PD135035, 9
CA Abs 2 h prior buffer 1 uM (Calbiochem) (R&D Systems),
P H each 10 pg/ml for 2
h
toon et | 155,207
Millicell-HA n. €q boil 2 min, PVDF
X 30 min at 37 C,
polycarbonate filters, . X membrane, block:
cultures 10-15 g | /€action stopped with | =0y e WAY171318, 10 M|  EGF 100 ng/ml
GPCR (M3- ice-cold PBS, lysed 45 . P rabbit polyclonal a- EGFR neutralizing a-TGF-a-Ab, 5 pg/ml . e . N 9
before use, X blocking buffer for . mouse a-phospho-Tyr . (provided by Dr. Phil| (Genzyme); AR (R&D
McCole et al. receptor), T84 L min, 12000 rpm for 10 . EGFR 1005 (Santa| Calbiochem Ab LA-1, 10pg/ml X (Calbiochem); a-AR
Carbachol neutralizing a-EGFR min. 1 hat4 C 30 min, 1st Ab for 1 cruz) (Upstate Biotech) (Upstate Biotech) (R&D Systems) Frost, Wyeth Ayerst | Systems), TGF-a 100
/WAY171318 / a- n, " |h, hrp-Ab for 30 min| P Y (inhibits ADAM17)) ng/m
. . protein A-sepharose 1 . .
TGF-a 30 min prior, (both in blocking
. . R h at 4 C, 15000 rpm
stimulation with EGF| . buffer)
for 5 min for 3 min, wash pellets|
in ice-cold PBS
lysed1hat4 T, a- boil 5 min, 10%
10 cm dishes, 1 cdk-Ab for 2 h, SDS, block: 5%
. o protein G-Sepharose | =~ . a-EGFR (Cell a-phospho-Tyr1068-
Pi t al. P A I/l Gefit 2h R lkfor2hat4 <, R . ; X EGF 20 |
inoeta ancreas C umolfl Gefitinib (Santa Cruz) overnight mifk for ata Signaling) EGFR (Cell Signaling) ¢ ng/m

Referenzen:Shida et af®, Ukegawa et &% Pai et al®® McCole et al*!, Pino et af.™
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TMPS in Magen- und Kolonkarzinomzelllinien

for 12 h, inhibitor 30
min prior stimulation

Amersham) incubated
2 h at 4 C, wash with
lysis-buffer

phospho-Tyr

Biotech)

(Upstate Biotech)

(Nippon Organon)

EGFR-Ligand-
Autor Stimulation Zellen Zellkultur P Western Blot EGFR-Ak AG1478 EGFR-Blockade Phospho-Tyr-Ak | Shedding Inhibitor|  pmmp-inhibitor EGFR-Liganden
10EQ7 cells/10 cm
plate, 24 h
incubation, 24 h
i lonal a- -
B T e Potesas, 1 shospo-cic s
GPCR (M3-  |H508, SNU-C4, o X N 10& SDS, a-EGFR | mouse monoclonal MAPK); 2 uM Tyr992, Tyr1068, EGF 10 ng/ml (Sigma]
30 min 37 T, <, protein G- i 0,1/0,02 uM for 5 . K
Cheng et al. receptor), human colon - . or phosphospecific| a-EGFR, 4 pg/ml . (pTyr992) Tyrl045, Tyr845 (Cell or Fisher) 10 min 37
! Inhibitors 30 min | sepharose 2 h, pellets . days (Alexis) . N .
Acetylcholine CA . X . X a-EGFR (Upstate Biotech) (Calbiochem); a- |Signaling); a-phospho-] T
prior, Ab 2 h prior, | washed 2X in lysis- EGFR, 0.1 ug/ml | Tyr1173 Biocource)
test agent 10 min 37 buffer O HE 4
<C, 10 min on ice,
lyzation 10 min on
ice
nuPAGE Novex
all at 4 T 500 pl BisTris gel, 40 min
lysates, 5 pg a-EGFR| 200V, blot 110 V
for 2 h, 80 pl of 1:1 for 40 min, Block
Misra et al CD44, :j:;n ':;—Izi (v/v) protein A- :5% milk 1 h, ab- GM6001 (EMD EGF (Invitrogen)
’ Hyaluronan sepharose 4B dilution in 5% BSA Biosiences) 9
CA )
suspension for 1 h, (polyclonal)/5%
washes 3X in ice-cold | milk (monoclonal),
lysis-buffer 2nd Ab 1:5000 1 h
RT
1 ml lysis-buffer, a-
5x10E04 cells/6 cm | EGFR+20 pl protein G
dish, when sepharose (50% .
) ! 6% SDS, blot with a| a-EGFR (Upstat -phospho-T KB-R7785, 10 uM
Joh et al. H. pylori, IL-8 Katolll subconfluent starved Suspension, ° otwih & & (Upstate Genzyme a-phospho- 1yr H

Referenzen:Cheng et af?, Misra et a>® Joh et a
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ANHANG: Literaturrecherche fir die Etablierudgr Imnmunprazipitation und die Auswahl geeigntebbsganzen

TMPS durch GPCR-Aktivierung durch Angiotensin Il in verschiedenen Zelllinien

AG1478 / heparin /
batimastat 30 min

prior Ang Il 1,5 min

England Biolabs)

Biotech)

heparin, 10 pg/ml

(British Biotech)

EGFR-Ligand-
Autor Stimulation Zellen Zellkultur P Western Blot EGFR-Ak AG1478 | EGFR-Blockade| phospho-Tyr-Ak | Shedding Inhibitor|  pmp-inhibitor EGFR-Liganden
icecold lysis-buffer, blot on NC-membrane,
AG1478 30 min 14000Xg for 5 min, Ab at |block: 5% milk, stripping|
. . y 0.025, 0.25, lonal a-phosph
Equchi et al Ang I, 100 nM VSMC prior, Ang Il /| EGF | 4 T for 2-16 h, Protein buffer: 62.5 mM Tris- | polyclonal a-EGFR 2 2 M 5 m?rn(:i?;nﬁ) (aUp s[t);tpe 9 EGF, 10-100 ng/ml
9 " | (Peninsula Lab) for 10 min or Ang Il | A/G-sepharose (Santa | HCI, pH 6.7, 2% SDS, | 1005 (Santa Cruz) (Calll)ioihem) y Biotechg) (Upstate Biotech)
for0, 1,2, 5 min Cruz) for 2 h-overnight, | 0.1 B-Mercaptoethanol
wash 3X in lysis-buffer | for 30-45 min at 50 T
lysed in CHAPS-buffer for|
IP 10 min on ice, monoclonal a-
cos7 3x10E05/6well-plate,| centrifuge 30 min, 500 pg EGER
transfected' withf starved 12 h, of lysates with 1 mg/ml (Transduction 250 nM
Seta et al. Ang Il, 10 nM AG1478 36 h prior, | incubated with 4 pg of m- PVDF-membrane R
ATLYSLOF ONf - iifor 1, 3, 5, 10 |a-EGFR for 1 h, protein G Labs); polyclonal i (Biomol)
ATL-y319g |AN9TTOr LS P EGFR (Upstate
min agarose (30 pl slurry) for Biotech)
45 min, wash 3X in lysis-
buffer
starved 24 h,
losartan (1 pM) /
. - Bati tat BB94, 5
Ang Il, 100 nM | porcine prox Tn?:sz)::? élBSZALf a-EGFR (Santa EMD monolonal a-phospho-| HB-EGF-Inhibitor r\;g:tsisah Biotech): EGF, 30 nM
Chen etal. (bis 0,01 nM) tubulus cells P K L Tyr PY20 (Zymed CRM197, 10 pg/ml H X ’ (Collaborative
(Sigma) LLCPKc14 phenantroline / Cruz) Biosience Labs) (Sigma) phenanthroline, 300 Research)
CRM197 30 min UM
prior, Ang Il / EGF
for 8 min,
passage 6-12,
-phospho-Tyr1068-
Ang II, 0.1 uM starved 2-3 days, a-EGFR (Santa a-phospho-Tyr1068 EGF, 20 ng/ml
Ohtsu et al. . VSMC . EGFR (Biosource .
(Sigma) Ang Il 2 min, EGF 1 Cruz) X (Upstate Biotech)
min International)
lyse 20 min at 4 T,
15000 rpm for 10 min, 5
pg/ml polyclonal a-EGFR]| boil 15 min, 10% SDS,
starved 1-24 h, 10 -
X T84, Panc-1, " ! htat 4 <, 50 pl block: 5% BSA 1 h at lonal a-phosph
Santiskulvong |  Angll, 50 nM anc cm dishes, AG 1478 overnlg. a “ O? ’ X a polyclonal a-EGFR 250nM monoclonal a-phospno
. COS7, Rat-1 R protein-A-agarose RT, immunoblot with a- X Tyr 4G10, rat a-EGFR GM6001, 10 uM
etal. (Sigma) X / GM6001 1 h prior, . . (Santa Cruz) (Sigma) X
fibroblasts Ang Il peak at 2 min (Boehringer Mannheim) phospho-Tyr 4G10 (Upstate Biotech)
giip for 1 h, 0,5min at 14000 overnight
rpm, wash in ice-cold
RIPA buffer
starved 12 h, PD
123319 (1 pmolf) / monoclonal a-phospho
Fujyamaetal.| Angll, 0,1 uM VSMC CS866 (1 umolfl) / FEGFR (New {00 i Tyr 4G10 (Upstate Batimastat, 5 pmol/

HB-EGF, 20 ng/ml

Referenzen:Eguchi et af’, Seta et al®, Chen et af?, Ohtsu et al®, Santiskulvong et af°, Fujiyama et a2
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ANHANG: Literaturrecherche fur die Etablierung dermmunprazipitation und die Auswahl geeignter Sutzta

TMPS durch GPCR-Aktivierung durch Angiotensin Il in verschiedenen Zelllinien

UM (Sigma)

wash in ice-cold PBS

pl protein Aplus/G
agarose (Calbiochem)
for 1 h at4 C, wash
3X with lysis-buffer

with 2000Xg at -70 C, block:
1 hin 5% milk, hrp
(Amersham) 1:2000 for 1 h at
4 C, ECL (Amersham)

(Calbiochem)

EGFR- EGFR-Ligand-
Autor Stimulation Zellen Zellkultur P Western Blot EGFR-Ak AG1478 Blockade Phospho-Tyr-Ak | Shedding Inhibitor| - pmmp-inhibitor EGFR-Liganden
0,5 mg protein-lysates,|
losartan (1 uM, Merck) /| protein G-sepharose " - .
mouse PD123319 (LUM) L |(GE Healthcare) 2 h af ::Ilesrnrzltr;!tcsning;' g%gl 1,10-phenanthroline
Ang ll, 0,1 uM ) prior, 1,10-PTL / heparin| 4 C, supernatant with | . P =7 ! a-EGFR 1005 5 pg/ml a-phospho-Tyr (Santa| heparin, 10-100 il
Yano et al. . mesangium A immunoblot a-phospho-Tyr, X X (1,10-PTL), 300 uM
(Sigma) 30 min prior, AG1478 15| a-EGFR 4 hat4 T, X (Santa Cruz) (Calbiochem) Cruz) pg/ml (Sigma) .
MES13 B . reblotted with a-EGFR as (Sigma)
min prior, Ang Il 1-30 20 pl protein G- Joading-control
min, peak at 2 min sepharose added, at 4 9
<C overnight
starved 24 h, ice-cold lyzates precleared at
PBS, AG1478/ QRM/ 8000Xg for 10 min, | 95 T for 5 min, 8-16% SDS, 0,001, 0,01, PY20 (Transduction CRM, 10 pg/ml GM600L, 0,02, 0,2, EGF, 20 ng/ml
Shah et al Ang I, 0,1 uM C9. Hek293 HB-EGF-Ab 20 min prior, recleared with HimAb overnight. hro 1 h at a-EGFR (Santa | 0,1, 1 puM, 200 Labs); a-phospho- | (Calbiochem); HB- 2 20 UM (Invitrogen) HB-EGF,
“ | (Peninsula Lab) | increasing [GM6001] 15| P P ant, g Cruz) nM, 250 nM Tyr1068&1173 (Santa| EGF-Ab, 10 pg/ml » SO0 20 ng/ml (R&D
- agarose, Ab, G&A RT ! (Calbiochem)
min prior, EGF peaked af| (Calbiochem) Cruz) (R&D Systems) Systems)
} agarose
5 min
starved with 0,2% FCS
for 24 h, control: DMSO,
Ang 11+0,1% DMSO, 20 lyzation in RIPA buffer with
mM GM6001+0,1% NaV, PMSF, ..., 14000Xg for
DMSO (final concentr. 20| 15 min at 4 C, boil at 95 C
HM), 10 mM for 5 min, 5-20% SDS, block: 2-HB-EGE-Ab. 6
AG1478+0,1% DMSO 5% milk for 1 h, a-Tyr1173- a-EGFR (Cell 10 mM (EMD a-phospho-Tyr1173- ’ GM6001, 20 uM
Yang et al. Ang 110,1 pM rat VSMC . R . . ; . pg/ml (R&D .
(10 uM), GM6001+100 EGFR at 4 T overnight, Signaling) Biosiences) EGFR (Cell Signaling) Systems) (EMD Biosiences)
nM Ang II: GMB001(0.1%) stripping: 100 mM (- 4
20 mM)+ AG1478(0.1% Mercaptoethanol, 2% SDS,
10 mM) +100 nM Ang II, 62.5 mM Tris-Cl, pH 6.7, at 50
1 pg/ml a-HB-EGF+100 < for 30 min
nM Ang Il, all treatments
for 8 min
0,6 ml ice-cold lysis- | boil 10 min, 4-12% Bis-Tris
buffer rocked 30 min polyacrylamide gel
" . t 4 T, 10000Xg for 4| (Invit N lotti
podocytes differentiated at4 C : 00Xg for (A nvitrogen), immunoblotting
Angll,0,1pM | . . . min, 0,5 ml with 0,5 pg/ml a-phospho-Tyr- L
. ! immortalized | 7-10 days prior study, L Genistein .
(Sigma); losartan,| X supernatant+a-EGFR | Ab or a-EGFR, ERK-lotting: R . a-phospho-Tyr-Ab, 0,5 CRM197, 10 pg/ml | MMP2/9-Inhibitor
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Flannery etal.| 10 pM (Merck); . . X (1:100) rocked store supernatants after . . X S Hg/ml (Upstate (Calbiochem); BsPS, 10 uM EGF, 10nM (Sigma)
PD123319, 10 podocytes, FBS, stimulation with overnight at 4 C, 70 | removing insoluble material (Cell Signaling) | (Calbiochem) | inhibitor), SOuM Biotech) Heparin, 100 pg/ml (Calbiochem)
: HEK293 | Ang Il peaked at 5 min, 9 ' 9 parin, 10019
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