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1 Einleitung

1.1  Die ErbB-Familie der Rezeptortyrosinkinasen

Auf der Grundlage von Sequenzhomologie und strukturellen Charakteristika werden
Wachstumsfaktorrezeptoren in verschiedene Gruppen gegliedert. Die Familie der humanen EGF-
Rezeptortyrosinkinasen setzt sich aus vier Mitgliedern zusammen: EGFR (HERI1, ErbB1),
ErbB2 (HER2, neu), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4) (Olayioye et al., 2000). Diese
Rezeptoren bestehen aus einem glykosilierten extrazelluldren Ligandenbindungsanteil mit zwei
zystinreichen Doménen, einer einzelnen transmembranen Domine und einer intrazelluldren
Region. Letztere enthilt wiederum eine Tyrosinkinasedomine und einen C-terminalen Bereich,

der die Autophosphorylierungsstellen trigt (Yarden and Sliwkowski, 2001).

1.1.1 Aktivierung durch Dimerisierung

Nur die ErbB1- und ErbB4-Rezeptoren sind beziiglich Ligandenbindung und Kinaseaktivitét voll
funktionsfihig:  ErbB3  besitzt  keine  Kinaseaktivitit und ist von  seinen
Heterodimerisierungspartner abhingig (Guy et al., 1994). ErbB2 kann wiederum keinen der
bekannten ErbB-Liganden binden sondern wird allein durch Heterodimerisierung mit anderen
ErbBR aktiviert. Die starke Kinaseaktivitit des Rezeptors wirkt jedoch als wichtiger
Signalverstirker in allen ErbB-Heterodimeren (Pinkas-Kramarski et al., 1996). Wihrend die
Ligandenbindung eine Rezeptordimerisierung fordert und stabilisiert, zeigen umgekehrt auch

dimerisisierte Rezeptoren eine hohere Affinitéit zu Liganden (Warren et al., 2006).

Die extrazelluldre Region der ErbBR besteht aus vier Doménen (I-IV), wobei Doméne II fiir die
direkte Rezeptor-Rezeptor Interaktion zustindig ist (Garrett et al., 2003). Im ruhenden Stadium
nehmen die Rezeptoren eine inaktive Konstellation ein, in der die Dimerisierungsstelle der
Doméne II durch eine intramolekulare Briicke versteckt liegt (Abbildung 1). Nach
Ligandenbindung I6st sich letztere auf und die Dimerisierungsdoméne wird bloBgelegt. Das
Andocken von Wachstumsfaktoren an die extrazellulire Domine der Rezeptoren induziert
entsprechend eine Rezeptordimerisierung und néhert die intrazelluliren Kinasedoménen an. Die
Struktur der extrazelluldren Doméne von ErbB2 unterscheidet sich hierin jedoch radikal von den
anderen Mitgliedern der ErbBR-Familie: Sie ist von vornherein in einer aktivierten
Konformation und bereit mit anderen, durch Liganden aktivierten, ErbBR zu interagieren

(Garrett et al., 2003). Die Rezeptoruntereinheiten des dimerischen Komplexes kreuz-



phosphorylieren dann Tyrosinreste in der activation loop (A-loop) Doméne seines Partners,
wodurch eine physikalische Barriere aufgehoben und die Kinaseaktivitit gesteigert wird
(Hubbard et al., 1998). Die Rezeptoruntereinheiten kreuz-phosphorylieren sich daraufhin
gegenseitig an spezifischen Tyrosinresten; daraufhin werden intrazelluldre Signalmolekiile
rekrutiert und aktiviert, sowie schlieBlich spezifische zelluldre Antworten ausgelost (Yarden and

Sliwkowski, 2001).

Abbildung 1: ErbBR Ektodoméinenstruktur

Die extrazellulidre Region der ErbBR besteht aus vier Doménen (I-IV). Im inaktiven Zustand nimmt ErbB3 eine
blockierte Konstellation ein (a). Alsbald Dominen I und III binden Nrg, woraufhin Doméne II freigelegt wird (b)
und die Rezeptorinteraktion erméglicht (c). ErbB2 hat eine festgelegte Konformation, die dem aktiven Zustand

gleicht. (Hynes and Lane, 2005)

1.1.2 Expressionsmuster der ErbBR

Beziiglich ihrer in vivo Expression zeigen ErbBR unterschiedliche Muster: ErbB1 wird von
Leberparenchymzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und von einigen Epithelgeweben sowie in
der Basalmembran der Haut exprimiert (Adamson, 1990; Partanen, 1990); ErbB2 ist in einer
Reihe von Geweben zu finden wie dem Nervensystem, dem Bindegewebe und dem
sekretorischem Epithel (Kokai et al., 1987); ErbB3 wird vor allem im Epithel verschiedener
Organe exprimiert sowie im peripheren Nervensystem und in Oligodendrozyten, wihrend die
Expression von ErbB4 weitgehend auf das zentrale Nervensystem sowie Herzmuskel- und

Gliazellen beschrinkt ist (Pinkas-Kramarski et al., 1997).

1.2 Extrazellulire Liganden der ErbB-Rezeptorfamilie
1.2.1 EGF-related growth factors

Die bekannten Liganden der ErbBR sind die EGF-related growth factors. Diese Substanzen
werden meist als transmembrane Vorldufer synthetisiert, von denen dann die biologisch aktive,

extrazellulire Doméine proteolytisch abgespalten wird. Diese binden schlielich auto- oder



parakrin an nahe gelegene Rezeptoren (Warren and Landgraf, 2006). Allen ErbB-Liganden ist
eine EGF-dhnliche Domine von ungefihr 60 Aminosduren gemeinsam, die notwendig und

ausreichend fiir die entsprechende Rezeptorbindung und -aktivierung ist.

1.2.2 Neureguline

Liganden von ErbB3 und ErbB4, die Neureguline (Nrg), umfassen eine grole Familie, die aus
alternativem Spleilen der vier Nrg-Gene hervorgeht wobei Nrgl und Nrg2 an ErbB3 und ErbB4
binden, Nrg3 und Nrg4 an ErbB4 (Burden and Yarden, 1997). Nrgl wiederum kann mehr als 15
durch Spleifien entstehenden Isoformen bilden; basierend auf der N-terminalen Domine werden
sie in drei Typen unterteilt: Heregulin (Hrg, Typ 1), glial growth factor (GGF, Typ 2) und
sensory and motor neuron derived factor (SMDF, Typ 3) (Falls, 2003), wobei die Typl-
Isoformen (o und ) am besten untersucht sind (Warren and Landgraf, 2006). Vier verschiedene
Nrg-Gene kodieren fiir die NrglO-Isoformen (Falls, 2003). Nrgl-Isoformen werden in einer
Reihe von Gewebearten exprimiert wie zum Beispiel in Gehirn, Herz, Muskel, Brust, Leber und

Lunge (Meyer and Birchmeier, 1995).

1.3  Erzeugen der Signalvielfalt der ErbB-Rezeptoren

Die Bausteine des ErbB-Signalnetzwerkes sind evolutionir betrachtet alt. Auf den ersten Blick
dhneln sie einfachen Wachstumsfaktorsignalwegen: Die Ligandenbindung an eine monomere
Rezeptortyrosinkinase aktiviert die zytoplasmatische, katalytische Funktion, indem sowohl die
Dimerisierung als auch die Autophosphorylierung des Rezeptors ausgelost werden. Die
phosphorylierten  Phosphotyrosinreste  fungieren als Andockstellen fiir intrazellulidre
Adaptorproteine oder Enzyme, die simultan mehrere Signalkaskaden auslosen kénnen, um eine
physiologische Antwort zu erzeugen. Dieser einfache lineare Signalweg hat sich zu einem
reichen interaktiven und vielschichtigen Netzwerk entwickelt, in dem die kombinatorische
Expression und Aktivierung der Komponenten kontextspezifische biologische Antworten
ermoglicht (Yarden and Sliwkowski, 2001). Durch die Fiille der Isoformen des ErbB-Nrg
Moduls kann auf mindestens drei Ebenen eine Diversifikation der Signalantworten generiert
werden: Erstens durch die Vielzahl der Bindungspartner; zweitens durch die Fihigkeit der ErbB-
Molekiile verschiedene Homo-und Heterodimere zu bilden; und schlieBlich durch die
Eigenschaft der unterschiedlichen Rezeptordimere an verschiedene Gruppen von

zytoplasmatischen Signalproteinen zu binden (Burden and Yarden, 1997).



Obwohl es Evidenz von in-vitro Versuchen fiir die Existenz aller zehn méglichen ErtbBR-Homo-
und Heterodimere, einschlieBlich eines ErbB2-Homodimers, gibt, das durch onkogene Mutation
oder Uberexpression stabilisiert wird, ist dieses Netzwerk von Rezeptorzusammenspielen
keinesfalls ein Zufallsprodukt, sondern folgt vielmehr einer strikt hierarchischen Ordnung, die
malgeblich von extrazelluldren Liganden bestimmt wird (Riese et al., 1995; Tzahar et al., 1996).
Extrazelluldre Liganden stabilisieren spezifisch bestimmte Rezeptordimerpaare; Nrglf zum
Beispiel induziert bevorzugt die Bildung von ErbB2/ErbB3 und ErbB2/ErbB4 Heterodimeren
(Jones et al., 1999). Entgegen vorheriger Hypothesen zeigen Kristallstrukturdaten, dass die
extrazelluldren Liganden nicht direkt als Briicke in der Rezeptor-Rezeptor Interaktion beteiligt
sind. Vielmehr legt deren Bindung die Dimerisierungsdomine des Rezeptors blofl und gibt somit
die entscheidende Bindungsdoméne frei. Homodimere sind meist schwécher als Heterodimere.
Dabei sind Heterodimere, die ErbB2 enthalten, besonders potent insbesondere im Hinblick auf
ihren transformierenden und mitogenen Charakter (Yarden and Sliwkowski, 2001). ErbB2 ist in
diesem Zusammenhang der bevorzugte Heterodimerisierungspartner aller Rezeptoren und wirkt
als Signalverstirker; dies ist sicherlich unter anderem durch die unverinderte aktivierte
Konformation und die niedrige Dissoziationsrate des Rezeptors zu erklidren (Graus-Porta et al.,

1995; Garrett et al., 2003).

Eine weitere Hypothese zur Erzeugung von Signaldiversifikation besteht darin, dass das
Autophosphorylierungsmuster von Tyrosinresten durch verschiedene Heterodimerkombinationen
(Olayioye et al., 1998) oder auch durch die Liganden moduliert werden kann (Sweeney and
Carraway, 2000). Fiir die Liganden-induzierte differenzierte Phosphorylierung wurden drei
mogliche Mechanismen postuliert (Sweeney and Carraway, 2000): So kann ein Ligand zum
einen eine spezifische Rezeptordimerisierung und Phosphorylierung von Tyrosinresten
induzieren. Zum anderen kann das Binden von Liganden die Phosphorylierung von
intrazelluldren Resten auch dadurch beeinflussen, indem es die Assoziation des
Rezeptorkomplexes mit anderen zelluldren Proteinen wie Kinasen, Phosphatasen oder sogar
Zelloberfldchenrezeptoren fordert. SchlieBlich kann der Ligand auch eine direkte

Konformationséinderung des Rezeptordimers bewirkt (Sweeney and Carraway, 2000).

Insgesamt darf das Nrg-ErbBR-Signalmodul also keinesfalls in ein starres, mechanisches Bild
umgedeutet werden. Vielmehr hingt die Flexibilitit der zelluldren Antwort von Faktoren wie
dem zelluldren Milieu, den Liganden, der ErbBR-Dimerbildung, und dann auch von der

katalytischen Aktivitit, dem Rezeptor-Routing, sowie der Transmodulation der ErbBR selber ab.

10



1.4  Intrazellulire Effektoren der ErbBR-Signalwege

Die ErbBR interagieren mit einer Fiille von intrazelluldren Signaltransduktionsproteinen.
Analog zu anderen Rezeptortyrosinkinasen legt die ligandeninduzierte Autophosphorylierung
der ErbBR an spezifischen Tyrosinresten (pTyr) Andockstellen fiir intrazelluldre Signalmolekiile
frei, die SH2-Doménen oder PTB-Doménen enthalten (Pawson, 1995). Die Bindungsspezifitiit
dieser Interaktionen ist durch die an die Phosphotyrosine angrenzenden Aminoséduren festgelegt:
N-terminal-liegende Aminosiuren bestimmen dabei das Binden von spezifischen PTB-Proteinen,

C-terminal-lokalisierte das von SH2-Proteine (Janes et al., 1997).

Tyrosinreste der zytoplasmatischen Domine der Rezeptoren oder tyrosin-phosphorylierte
Substrate sind Ankniipfungspunkte fiir Proteine mit SH2- und PTB-Doménen. Es sind alleine in
menschlichen Zellen iiber 200 verschiedene Typen von Signalmolekiilen mit SH2- und PTB-
Doménen bekannt, die in drei Klassen eingeteilt werden konnen: (1) Enzyme, wie die Familie
der Src-Tyrosinkinasen, Phospholipase Cy und Ras GTPase activating protein (RasGAP); (2)
Regulatorproteine wie die Vav-Familie der Rho-GEFs, sowie die Cbl und STAT Proteine; und
schlieBlich (3) Adaptorproteine ohne katalytische Aktivitit (Buday et al., 2002).

1.5  Intrazellulire Bindungspartner des ErbB2R

ErbB2 besitzt fiinf Autophosphorylierungsstellen, die in dieser Arbeit mit Y1 (der am weitesten
N-terminal gelegene Tyrosinrest) bis Y5 (der am weitesten C-terminal lokalisierte) bezeichnet
werden (Akiyama et al., 1991). Vor Beginn dieser Arbeit wurden etwa 20 Interaktionspartner
von ErbB2 identifiziert, unter ihnen Shc (Segatto et al., 1993), Grb2 (Howard et al., 2003), Grb-
7, c-Src und Ras-GAP (Olayioye et al., 2000; DiCesare, 2001).

1.5.1 Vorarbeit der Arbeitsgruppe: Nck2 bindet an ErbB2 in Hefezellen

In Vorfeld wurde durch die Arbeitsgruppe auch Nck?2 als ein Interaktionspartner von ErbB2 mit
Hilfe eines Hefe-2-Hybrid Screens identifiziert (Keitel et al., 2008). Bei diesem Screen wurden
chimerische TrpMet-ErbB2-Konstrukte als konstitutiv aktive Koder eingesetzt, bei denen das C-
terminale Ende des TrpMet-Rezeptors durch das C-terminale Ende des ErbB2-Rezeptors ersetzt
wurde (Abbildung 2). TrpMet ist eine onkogene, zytoplasmatische Variante des Met-Rezeptors,
die durch eine N-terminale Trp translocated promoter region (Trp)-Dimerisationsdomine

konstitutiv aktiv ist. Durch diese konstitutiv-aktive Kinase dimerisiert und autophosphoryliert
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sich das chimire TrpMet-ErbB2-Konstrukt ligandenunabhéngig, wobei der C-terminale Bereich
mit ErbB2-spezifischen Bindungseigenschaften ausgestattet ist. Im Screen wurden zwei
verschiedene TrpMet-ErbB2-Konstrukte als Koderprotein verwendet (Abbildung 2). Diese
wurden dann gegen Maus-cDNA Konstrukte (Hollenberg library) gescreent (DiCesare, 2001).

A B
Y1Y2Y3Y4 : |
[ gt e Vet Kinase gaErbB2

(P) Y1028 (Y1)
Y3 Y4Y5

(P Y1144 (Y2)
- Trp Met Kinase gwErbB2 (B)Y 1201 (¥3)

(P) Y1226/7 (Y4)
(P) Y1253 (Y5)

Abbildung 2, A: Struktur des im Hefe-2-Hybrid Screen verwendeten, chimerischen ErbB2 Proteinkéders.

Der im Hefe-2-Hybrid Screen verwendete Proteinkdder besteht aus einer LexA DNA-Bindungs- und
Dimerisierungsdomine, gefolgt von der Kinasedomine von TrpMet; das C-terminale Ende von TrpMet ist durch
Sequenzen der ErbB2 multiple docking region ersetzt. Der TrpMet-ErbB2-Y1-Y4-Proteinkdder birgt die
Tyrosinreste Y1028 (Y1, human 1023), Y1144 (Y2, human 1139), Y1201 (Y3 human 1201) und Y1226/7 (Y4,
human 1221/2); der TrpMet-ErbB2-Y3-Y5-Proteinkoder enthilt die Reste Y1201 (Y3), Y1226/7 (Y4) und Y1253
(Y5, human 1248) (DiCesare, 2001).

B: ErbB2R: Nomenklatur der intrazelluliren Tyrosinkinasereste

Neben anderen bereits bekannten Interaktionspartnern, z.B. Shc (Dankort et al., 2001b), wurde
das intrazellulire Adaptorprotein Nck2 als Interaktionspartner des TrpMet-ErB2-Konstrukts
identifiziert (Keitel et al., 2008), das ein Adaptormolekiil ohne katalytische Aktivitét darstellt. In
einem systematischen Interaktionsscreen anhand von Deletions- und Punktmutanten konnte die
genaue Interaktionsstelle von Nck2 mit dem ErbB2-Rezeptorresiduum bestimmt werden: Der
Y3-Rest des TrpMet-Erbb2-Konstrukts war notwendig fiir eine Interaktion von Nck2 mit dem
aktivierten Konstrukt (Keitel et al., 2008).

1.5.2 Nck2, ein SH2/SH3 Adaptorprotein

SH-Adaptorproteine ohne katalytische Aktivitit wie Nck setzen sich meist aus einer einzelnen
SH2-Doméne und einer variierenden Anzahl von SH3-Doméinen zusammen; sie haben dariiber
hinaus keine anderen funktionellen Motive (Birge et al., 1996). Nck ist 47kDa grofl und umfasst
drei aneinander gereihte SH3-Doménen gefolgt von einer C-terminalen SH2-Domine (Lehmann

et al., 1990). In der Nck-Proteinfamilie wurden bisher zwei Mitglieder, nimlich Nck1 und Nck2,
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identifiziert (Park, 1997; Tu et al., 1998), deren Aminosiduren zu 68 Prozent identisch sind
(Braverman and Quilliam, 1999). Das Nckl-Gen befindet sich im Menschen auf dem 3q21
Lokus von Chromosom 3, das Nck2-Gen ist auf Chromosom 2 am 2ql12 Locus angesiedelt
(Huebner et al., 1994; Vorobieva et al., 1995). Beide Proteine sind weit reichend exprimiert und

nehmen eine wichtige Funktion als Regulatoren des Aktinzytoskeletts ein (Buday et al., 2002).

1.6  ErbBR-Nrg-Modul: biologische Funktion
1.6.1 Embryogenese

Genetische Studien untermauern die Tragweite des ErbBR-Nrgl-Moduls in der kardialen und
neuronalen Entwicklung: ErbB2-, ErbB3-, ErbB4- und auch Nrgl-Kockout-Méuse sind
embryonal letal durch Defekte des Herzens und der Neuralleiste (Gassmann et al., 1995; Lee et
al., 1995; Meyer and Birchmeier, 1995; Burden and Yarden, 1997; Erickson et al., 1997). Diese
Studien zeigen auBerdem, dass ErbB2, ErbB3, ErbB4 und Nrgl eine funktionale Einheit bilden,
da die Tiere {iiberlappende Phinotypen in der neuronalen und kardialen Entwicklung aufweisen
(Gassmann et al., 1995; Lee et al., 1995; Meyer and Birchmeier, 1995; Erickson et al., 1997;
Britsch et al., 1998). Das ErbB2-ErbB4-Nrgl-Modul scheint z.B. in der Ausbildung von
Herztrabekeln und das ErbB2-ErbB3-Nrgl System in der Migration von Neuronen der
Neuralleiste zu agieren. Diese Studien verdeutlichen, dass ErbB2 auch in vivo an Nrgl-
aktivierten ErbB3 und ErbB4 Signalwegen beteiligt ist und dass diese Komponenten als eine

funktionale Einheit zu betrachten sind.

1.6.2 ErbB2 in Tumorzellen

In der Erforschung der biologischen Rolle von ErbB2 wurde aufgrund der zellulidren Effekte des
Rezeptors ein besonderes Augenmerk auf die Kldrung der Funktion von ErbB2 in der
Krebsentstehung gelegt. Die Rolle von ErbB2 in der Tumorgenese wurde zunichst in
Brustkrebszellen entdeckt, in denen es bei etwa 25% der Karzinomtypen iiberexprimiert ist. Es
ist aber mittlerweile bekannt, dass ErbB2 in einer Reihe von Krebsarten wie Ovariarkarzinomen,
Magenkarzinomen, Speicheldriisenkrebs und dem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom eine
wichtige Rolle spielt (Slamon et al., 1987; Stephens et al., 2004; Hynes and Lane, 2005). ErbB2
ist ein bedeutender diagnostischer und prognostischer Faktor sowie ein therapeutisches Target in
der Tumortherapie geworden. Als Protoonkogen fiihrt dessen Amplifikation zu einer
Uberexpression des Rezeptors. Die Uberexpression wiederum kann eine liganden-unabhingige

Homodimerisation und konstitutive Rezeptoraktivierung bewirken, die ausreicht, um eine
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Tumortransformation zu induzieren. Alternative Mechanismen liganden-unabhéngiger,
konstitutiver ErbB2-Signale umfassen Punktmutationen in der Transmembrandomine und das
fehlende von nicht katalytischen Sequenzen. Im Falle von ErbB2 ist jedoch bei fast allen
Krebsarten lediglich das Uberexpressionsniveau der entscheidende klinische Parameter (Stove
and Bracke, 2004). Im Falle von ErbB3 und ErbB4 ist eine Uberexpression oder Mutation kein
klinisch robuster Marker; erhohte ErbB3-Level verstirken aber das Wachstumspotential, die
Metastasierungsrate und die Wahrscheinlichkeit der Arzneimittelresistenz in Krebszellen, die

bereits erhohte ErbB1 oder ErbB2 Expressionsniveaus besitzen (Chen et al., 2000Db).

Das transformierende Potential iibt ErbB2 vor allem {iiber dessen promitogene und
proliferationsférdernde  Wirkung aus. Dariiber hinaus ist aber auch die Forderung der
ligandeninduzierten Invasion von angrenzendem Gewebe und der Metastasierung ein
entscheidender Faktor (Hynes and Lane, 2005). Durch Mutationsanalysen wurde festgestellt,
dass hierbei alle Tyrosinreste eine unabhingige Funktion in der Tumortransformation
einnehmen: Y2, Y4 und Y5 agieren in diesem Zusammenhang iiber Ras Y3 operiert unabhéingig

von Ras (Dankort et al., 2001a).

Der Heterodimerisierungspartner von ErbB2 in Brustkrebszellen scheint hierbei ErbB3 zu sein,
denn die Uberexpression von ErbB2 ist mit einer hohen Expression von ErbB3 assoziiert (Naidu
et al.,, 1998) und erhohte Expressionen von ErbB2 und ErbB3 sind an der Induktion von
Brustkrebszelltumorwachstum in transgenen Méiusen beteiligt. Aulerdem wurde gezeigt, dass
ErbB2 ErbB3 fiir die Wachstumsstimulation von Brustkrebszellen benétigt (Siegel et al., 1999;
Holbro et al., 2003).

1.6.3 ErbB2: direkte Krebstherapeutika

ErbB2 als singuldrer und gut zuginglicher Membranrezeptor sowie prognostisch ungiinstiger
Faktor wurde ein attraktives therapeutisches Target in der Krebstherapie. Monoklonale
Antikorper gegen ErbB2 wie Trastuzumab und Pertuzumab waren unter den ersten und
erfolgreichsten direkten Krebstherapeutika (Hynes and Lane, 2005). Trastuzumab am weitesten
erprobt und fiir die Therapie von ErbB2-iiberexprimierenden Brustkrebstypen zugelassen;
Pertuzumab befindet sich in der klinischen Erprobungsphase. Die beiden Antikorper
unterscheiden sich in ihren Bindungseigenschaften: Trastuzumab bindet an die Domiéne IV,
Pertuzumab an die Doméne II des ErbB2-Rezeptors (Cho et al., 2003; Franklin et al., 2004).

Pertuzumab wird aufgrund dessen eine spezielle Fihigkeit zur Blockade von

14



Heterodimerbildung zugesprochen, dessen klinische Realitét aber fraglich ist (Hynes and Lane,
2005).  Neben diesen Ektodomin-bindenden Antikdrpern existieren noch Inhibitoren
kleinmolekularer Tyrosinkinasen (TKIs), die mit ATP um die Tyrosinkinase-Doméne
konkurrieren (Hynes and Lane, 2005). Diese Therapeutika, zu denen zum Beispiel Lapatinib

zdhlt, hemmen sowohl ErbB1 als auch ErbB2 (Hynes and Lane, 2005).

1.6.4 Nrg und Tumorgenese

Verschiedene Studien unterstreichen auch die entscheidende Rolle von Nrgl in der Tumorgenese
von Brustkrebszellen. Nrglf begiinstigt aggressivere Phénotypen, gekennzeichnet durch
Hormonunabhingigkeit, Antidstrogenresistenz, Invasion und Metastasierung (Stove and Bracke,
2004). Obwohl der Mechanismus, durch den Nrg zur Malignitdt von Zellen fiihrt, fiir
verschiedene Zelltypen unterschiedlich sein kann, gibt es einige generelle Aspekte, die fiir fast
alle zutreffen: Krebszellen, die abnormal Nrgl produzieren, benutzen dies meist auf eine
autokrine Weise. Dies aktiviert ErtbBR und downstream Signalproteine konstitutiv und resultiert
schlieBlich in einer gesteigerten Proliferation, einer Alteration des Phosphorylierungsgrades von
Regulatormolekiilen des Zytoskeletts und der Modulation von Nrg-responsiven Genen. Alle

diese Vorginge konnen einen malignen Phinotyp férdern (Stove and Bracke, 2004).

ErbBR und Nrg scheinen in normalem Gewebe als eine gut balancierte, funktionelle Einheit zu
wirken. Mesenchymales Nrg ist typischerweise ein pro-Differenzierungs- und Uberlebenssignal
fir angrenzendes Epithel (Stove and Bracke, 2004). Eine Unterbrechung dieser Balance
zwischen Differenzierung und Proliferation wie zum Beispiel durch autokrine Signalloops kann
die Daueraktivierung der ErbBR bewirken, selbst wenn diese den Rezeptor nicht
tiberexprimieren (Stove and Bracke, 2004). So wurden in Atemwegsepithelzellen ein
interessanter Mechanismus der Regulation des Nrg-ErbB-Systems beschrieben: Hier ist das
apikal sezernierte Nrg unter physiologischen Bedingungen von den basolateralen ErbBR
abgeschirmt. Nach Verletzung von tight junctions der Epithelien kann Nrg lokal die
basolateralen Rezeptoren aktivieren und einen autokrinen Loop erzeugen (Vermeer et al., 2003).

Nrg und ErbB2 scheinen also auch in der Tumorgenese eng verwoben zu sein.
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1.7  Migration, ein Kernschritt der Krebsmetastasierung

Krebsmetastasierung ist ein komplexer Ablauf aus mehreren Schritten, in dem Krebszellen sich
zunichst von ihrem Muttertumor ablosen und in das umgebende Bindegewebe und Blutgefifie
einbrechen (Chambers et al., 2002). Dieses Eindringen wird durch chemische Lockstoffe
angetrieben, die aus Blutgefilen diffundieren und von anderen Zellen sekretiert werden
(Wyckoff et al., 2004). Eine Anzahl dieser Lockstoffe wurde identifiziert: Chemokine,
Lipidmediatoren, Wachstumsfaktoren und Zytokine (Lauffenburger and Horwitz, 1996;
Sanchez-Madrid and del Pozo, 1999).

1.7.1 Zellbewegung

Zellbewegung an sich, sei es physiologisch oder pathologisch, ist ein mehrschrittiger Prozess,
der die Protusion des vorangehenden Zellteils, die Adhésion an das Substrat, die Retraktion des
hinteren Zellteils und schlieBlich die Deadhésion umfasst. Das Vehikel dieser Migration ist das
zelluldre Mikrofilamentsystem, ein Netzwerk von Proteinfibrillen, das sich aus Aktin und

Aktinbindenden Proteinen zusammensetzt (Alberts et al., 2002).

1.7.2  Akteure der Zellbewegung

Damit sich eine Zelle fortbewegen kann, muss sie sich an ein Substrat anheften und Zugkraft
ausiiben. Diese Adhision erfolgt an bestimmten Stellen, an denen das Aktinzytoskelett iiber
Transmembranrezeptoren (Integrine) an die extrazelluldre Matrix bindet. Diese Adhésionsstellen
sind aus mehr als 50 Proteinen zusammengesetzt, die Struktur-, Signal- und Adaptormolekiile
beinhalten (Zamir and Geiger, 2001). Die Adhésionsstellen konnen sich nach ihrer Entstehung
entweder nach einigen wieder Minuten aufldsen oder in groBere Focal Adhesion-Komplexe
differenzieren (Abbildung 3). Unterschiedliche Zelltypen wenden je nach Migrationsrate
verschiedene Adhésionsstrategien zur Fortbewegung an: Die schneller migrierenden Zelltypen

zeigen eine groBere Anzahl an Focal Complexes als an Focal Adhesions (Alberts et al., 2002).

Adhisionsstellen sind mit Biindeln von Mikrofilamenten verbunden (stress fibers), die aus
Aktin, Myosin und alpha-Aktinin bestehen. Stress fibers sind kontraktile Zugseile, die durch die
Zelle verlaufen und formgebende Elemente mit der Unterlage verspannen (Abbildung 3). Durch
Kontraktion der stress fibers wird der Schwerpunkt der Zelle zu dem jeweiligen
Anhaftungspunkt verlagert. Durch das konzertierte Anhaften und Losen von Kontaktpunkten

bewegt sich so die Zelle wie auf Hunderten von Raupenfiien, wobei die Bewegungsrichtung
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durch Botenstoffe vorgegeben ist, die an Rezeptoren an der Zelloberfliche binden und eine
lokale Auflockerung des Zytoskeletts bewirken. An diesen Stellen kann Aktinpolymerisation zur
Ausbildung von Lamellipodien und Filopodien fiihren, Auswiichse des Zytoplasma, die anhaften

und die Zelle nach sich ziehen (Condeelis and Segall, 2003; Pollard and Borisy, 2003).

Abbildung 3: Schematische Darstellung des
Aktinzytoskeletts in einem polarisierten Fibroblasten

Die verschiedenen Organisationsformen von Aktinfilamenten
sind bildlich beschrieben: Diagonales Geflecht von
Aktinfilamenten in Lamellipodien (Lam.) mit assoziierten
radialen Biindeln (Filopodien, fil.); kontraktile Aktinbiindel
(stress fibers, S.F.) im Zellkorper und am Zellrand sowie ein
lockeres, verstreutes Aktinnetzwerk. Die Stellen der Adhésion
von Zellen zu Substraten sind an den Enden der Aktin-Stress-
Fibers dargestellt (Focal Complexes, Fx., und Focal Adhesions,
F.A)

Lamellipodien und die molekulare Regulation der Zellbewegung

Lamellipodien sind aus einem Geflecht von Aktinfilamenten zusammengesetzt, das von radialen
Biindeln (Mikrospikes oder Filopodien) durchbrochen ist. Wihrend der Zellbewegung bleibt der
Umfang des Aktinnetzwerks im Lamellipodium konstant. Diese Eigenschaft entsteht durch das
so genannte ,treadmilling” von Aktinfilamenten: hierbei bleibt das Anhaften von
Aktinuntereinheiten an die (+)-Enden im vorangehenden Teil des Lamellipodiums durch das
Loslésen von Aktinmonomeren an den (-)-Enden der Hinterseite des Geflechts (Pantaloni et al.,
2001) im Gleichgewicht (Abbildung 4). Zellen enthalten einen Pool von unpolymerisierten
Aktinmonomeren, die an Profilin gebunden sind. Neue Filamente entstehen, wenn Signalwege
nucleation-promoting factors wie die Mitglieder der WASP/SCAR Proteinfamilie aktivieren
(Pollard and Borisy, 2003). Diese aktivierten nucleation-promoting factors regen dann den
Arp2/3-Komplex an. Der Arp2/3-Komplex ist eine stabile Verbindung von zwei aktinnahen
Proteinen, Arp2 und Arp3. Dieser Komplex bindet Aktin und initiiert das Ankniipfen von
frischen Filamenten in einem 70° Winkel an bereits bestehenden Filamenten (Mullins et al.,
1998) und fungiert somit als ein Kernstiick der Aktinpolymerisation. Der Arp2/3-Komplex ist
intrinsisch inaktiv und auf extrinsische Aktivatoren angewiesen. Letztere sind teilweise

identifiziert worden und umfassen z.B. ActA (Welch et al., 1998) und WASP/SCAR (Machesky
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and Insall, 1998). Gefiittert aus dem Pool von Aktinmonomeren wachsen rasch neue Zweige, die
die Zellmembran vorwirts driicken. Jedes Filament vergroflert sich jedoch nur voriibergehend,
weil capping-Proteine ihr Wachstum beenden (Abbildung 4). An jedem Filament bilden sich also
eine Reihe von Verzweigungspunkten, und es verlingert sich stindig an seinem (+)-Ende,
wogegen sein (-)-Ende stetig abgeschnitten wird; schlielich wird das Wachstum am (+)-Ende
durch capping-Proteine beendet und das Filament langsam vollstindig abgebaut (Pollard and

Borisy, 2003).

1.Extrazellullarer Ligand 6. wachsende Filamente driicken die Membran vorwérts
| | | ]
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Abbildung 4: Treadmilling-Modell der Aktinnukleation und des VorstoBen des vorangehenden Zellteils
migrierender Zellen

(1) Extrazelluldre Signale aktivieren Rezeptoren; (2) iiber intrazelluldre Signalwege und Adaptorproteine werden (3)
WASP und WAVE aktiviert, die wiederum den (4) Arp2/3-Komplex anschalten; Letzterer heftet Aktinfilamente als
Abzweigung von existierenden Filamenten an; (5) die (+)-Enden werden linger und (6) driicken die vorangehende
Zellmembran nach vorne; (7) Capping-Proteine beenden die Verldngerung; (8) Filamente altern durch das
Umwandeln von ATP in ADP und (9) ADF-Cofilin baut ADP-gebundene Filamente ab, wobei ADF-Cofilin
wiederum von (11) LIM-Kinasen inhibiert wird; abgebaute Filamente werden erneut an ATP gebunden und stehen

als (10) Pool von ATP-gebundenem Aktin zur Verfiigung (Pollard and Borisy, 2003).
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Neben den bereits erwihnten Regulatoren sind auch die Mitglieder der Rho-Familie von kleinen
GTPasen wichtige Akteure in verschiedenen Signalwegen des Aktinzytoskeletts (Abbildung 4,
27). Rac leitet die Entstehung von Lamellipodien ein, wihrend Cdc42 fiir die Bildung von
Filopodien zustindig ist (Hall, 1998). AuBerdem wird die Transition eines focal complex, der mit
Lamellipodien assoziiert ist, in focal adhesions, die in stress fibers lokalisiert sind, durch eine

Verinderung des Signalgleichgewichts von Rac zu Rho erzielt (Rottner et al., 1999).

Das in dieser Arbeit untersuchte ErbB2-Nrg-Modul ist ein wichtiger Regulator der
Zellmigration. ErbB2 fordert die Umstrukturierung des Zytoskeletts und hat eine entscheidende
Funktion in der Migration von Brustkrebszellen (Marone et al., 2004). Nrgl ist ein bedeutender
pro-migratorischer Botenstoff. Die Stimulation von non-invasiven Brustkrebszellen mit Nrgl
und die konsekutive Phosphorylierung von ErbB2 verstirkt die Umriistung von Aktin zu
filamentdrem Aktin und die Ausbildung von membrane ruffles, stress fibers, Filopodien,
Lamellipodien: Dies wird von einer verstirkten Zellwanderung begleitet (Adam et al., 1998).
Diese merklichen durch Nrgl induzierten Verdnderungen werden von starken Verdnderungen im
Phosphorylierungsstatus mehrerer Proteine begleitet, die in focal adhesions lokalisiert sind.
Letztere dienen als Verankerungspunkte fiir stress fibers und als Integrin-vermittlete

Interaktionsstellen mit der extrazelluldren Matrix (Stove and Bracke, 2004).

Ziel dieser Arbeit war es, zundchst die Relevanz der im Vorfeld durch die Arbeitsgruppe
identifizierte Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2 in menschlichen Zellsystemen zu
iberpriifen; anschlieBend wurde die Rolle des an ErbB2 intrazelluldr bindenden Adaptorproteins
in durch das NrglB-ErbB2 Signalssystem induzierten zelluldiren Antworten untersucht. Objekt
der Untersuchungen war hierbei die Brustkrebszellinie T47D, die endogen sowohl Nck?2 als auch

ErbB2 exprimiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Zellkultur-Materialien und Gerite

Die nachfolgend aufgefiihrten Materialien wurden zur Erstellung der Arbeit verwendet.

Material Hersteller

8-well Objekttriger BD Falcon

AG 825 Calbiochem

Alexa 565 Phalloidin Molecular Probes (Invitrogen)

Aprotinin Roche

Autoklave SYSTEC

Bradford Reagenz Bio-Rad

BSA Sigma

DAPI Molecular Probes

DMEM Biochrom AG

DMSO Sigma

ECL Amersham Biosciences

EDTA Merck

Elektrophorese System Bio-Rad

ELISA-reader Bio-Rad  (Benchmark  Plus  microplate
photometer)

FCS Biochrom AG

Glycerol Merck

HEPES Gibco

Lipofectamine Plus Invitrogene

MgCI2 Merck

Mikroskop Leica

Mikroplatten Spektrophometer BioRAD

Mounting Medium Mobiglow

NaCl Roth

NaF Merck

Natriumorthovanadat Merck

Natriumpyrophosphat Merck

NGF Promega

Nitrozellulosemembran Ge Helthcare

Nrglp (Heregulin )

RDI Research Diagnostics, Inc.

PBS

Biochrom AG

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG

PFA Roth

Phenylarsinoxid Sigma
Photoentwicklungsgerit AGFA (Curix 60)
Photometer Bio-Rad

PMSF Merck
Protein-G-Sepharose Amersham Biosciences
Rattenschwanzkollagen Roche

Rontgenfilm (Hyperfilm ECL) GE Healthcare

Semi dry elctro blotter Bio-Rad
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Spincap tubes Pierce

Triton X Sigma
Trypsin-EDTA Biochrom AG
Tween 20 Sigma
WST-Reagenz Roche
Zellkulturschalen/ -material TPP

Zellkulturschrank

Thermo Forma

Zwei-Kammer-Migrationssystem

Corning Costar

2.1.2 Antikorper

Antikorper Verdiinnung | Verdiinnung | Hersteller Katalog-

Western/ IP | Immuno- nummer
fluoreszenz
Primére Antikorper
Polyklonaler anti-FLAG 1:500 - Sigma- F7425
Aldrich

Monoklonaler anti-FLAG 1:500 - Stratagene 200471

Anti-Nck2 V14 1:500/ 1:200 | - Santa Cruz Sc-22508

Anti-Nck2 Ab 8.8 1:500/1 :200 | 1:100 Santa Cruz Sc-36018

Polyklonaler Anti-Nck2 1:500/1:100 - Upstate Bio- | 07-100

technology

Polyklonaler Anti-ErbB2 1:1000/1:100 | 1 :200 Neomarkers MS-325-P

Ab-8

Monoklonaler 1 :1000/ 1:200 Neomarkers MS-229-P

Anti-ErbB2 Ab-2 1:100

Polyklonaler  Anti-Phospho- | 1:1000 - Cell Signaling | 2247

HER2/ErbB2 (Tyr 1248)

Anti-PhosphoSer473 Akt 1:1000 - Cell Signaling | 9271

Polyklonaler ~ Anti-Phospho | 1:1000 - Cell Signaling | 9275

Thr308 Akt

Polyklonaler 1:1000 - Cell Signaling | 9101

Anti-

Phospho(Thr2027Tyr204)

p42/44 MAPK

Polyklonaler  Anti-Phospho | 1:1000 - Cell Signaling | 9211

21




p38MAPK

Polyklonaler  Anti-Phospho | 1:1000 - Cell Signaling | 9251
SAPK/INK
ErBB3/HER-3 Ab6 1:200 - Neo Markers | Ab6
(Clone 2B5)

Mouse monoclonal Antibody

ErbB4 (C-term) 1.100-1:500 - ABGENT 5671
Rabbit polyclonal Antibody

ErbB-4 (C-18) rabbit 1:500/1:200 | - Santa Cruz Sc-36018
Sekundiire, immunofluoreszenz markierte Antikorper

Anti-Maus-IgG, 1:10000 1:5000 GE
Meerrettichperoxidase- Healthcare

gekoppelt (vom Schaf)

Anti-Kaninchen IgG, | 1:10000 1:5000 Calbiochem
Meerrettichperoxidase-

gekoppelt (von der Ziege)

2.2  Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden
Zellkultur

Die Zellinie der menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK293-Zellen) wurden von Prof. A.
Ullrich, Max Planck Institut Miinchen, zur Verfiigung gestellt. Die SKBR3-Zellinie stammen
von der DMRZ. Die humane Brustkrebszelllinie T47D wurde vom Max Planck Institut fiir
Molekulare Genetik zur Verfiigung gestellt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C im
CO2-Inkubator (5%) in Dulbecco’s Modifiziertem Eagle Medium, das mit 10% fetalem
Kilberserum, 50 pg/ml Streptomycin sowie 50 U/ml Penicillin ergénzt wurde. Bei etwa 80-90%
Konfluenz wurden die Zellen mit einer Trypsin-EDTA-Losung passagiert. Hierzu wurden die

Zellen mit PBS kurz gewaschen und mit Trypsin-EDTA-L6sung fiir die benétigte Zeit bis zum
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Ablosen inkubiert. Wenn notig, wurden die Zellen in einer Neubauer-Kammer gezéhlt. Fiir die

Experimente wurde darauf geachtet, dass alle Zellen etwa die gleiche Passagenummer haben.

Zum Zuriickfrieren von Zellstocks wurden Zellpellets in FCS/10%DMSO resuspendiert und in
Kryo-Rohrchen in einem Isopropanolbad bei —80°C eingefroren. Um die Zellen wieder in Kultur
zu nehmen, werden die Cryo-Rohrchen rasch bei 37°C aufgetaut und in vorgewdrmtes Medium

pipettiert.

Transiente Transfektion

HEK?293-Zellen

Fiir die Transfektion der Zellen wurde das Lipofectamine Plus Reagenz verwendet, das auf dem
Prinzip der Komplexierung von DNA mit polykationischen Lipid-Partikeln beruht. Dann wurden
am Tag vor der Transfektion 3,000,000 HEK293-Zellen auf mit Polylysin beschichteten 15cm-
Zellkulturschalen ausgesdt. Fiir die Transfektion wurden 4pg Plasmid-DNA in 100ul
serumfreiem und antibiotikafreiem DMEM-Medium verdiinnt und 20pl Plus Reaganz
hinzugegeben. 20l Liposomen-Reagenz (Lipofectamine) wurden in 480ul DMEM-Medium
gelost. Nach Smin wurden beide Ansitze gemischt und fiir 20min zur Bildung der DNA-Lipid-
Komplexe inkubiert. Die Mischung wurde anschlieend direkt auf die Zellen gegeben, und nach
3h wurde das Transfektionsmedium gegen das Vollmedium ausgetauscht. Nach 24 h Inkubation
im Brutschrank wurde das Vollmedium gegen serumfreies Medium ersetzt; nach weiteren 48

wurden die Zellen fiir die Stimulationsexperimente eingesetzt.

T47D-Zellen

Die Transfektion der T47D-Zellen erfolgte nach dem gleichen Protokoll, wobei 4 ug Plasmid
DNA, 20ul Plus-Reagenz und 20ul Liposomen-Reagenz eingesetzt wurden. Die
Transfektionseffizienz wurde durch Einbau eines griin fluoreszierenden Proteins (GFP) in die
Transfektionskonstrukte visualisiert. Die Transfektionseffizienz wurde durch Auszédhlen unter

dem Mikroskop kontrolliert und lag ungefiahr zwischen 65 und 70%.

Chemotaktischer Transwell-Migrations-Assay (Boyden Chamber)

Um die Migration der Zellen zu testen, wurden chemotaktische Transwell-Migrations-Assays
durchgefiihrt. Diese basieren, wie schematisch in Abbildung 5 gezeigt, auf einem Zwei-Kammer

Kultur-System, bei dem die beiden Kammern durch eine pordse, innen mit einer kiinstlichen
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extrazelluldren Matrix beschichteten Membran getrennt sind (6,4 mm, 8 pm Porendurchmesser,
Corning Costar). Die Unterseite der Membran wurde mit 50ul 25uM Rattenschwanzkollagen-I
beschichtet. Die Zellen wurden daraufthin fiir 24 h in serumfreien Medium gehalten und dann
120,000 Zellen/Well in 300ul serumfreien Medium in die obere Kammer ausplattiert. In die
untere Kammer wurde entweder serumfreies Medium mit, oder serumfreies Medium mit 1nM
Nrglf gegeben. Die Ansétze wurden weitere 24 h inkubiert. Die nicht migrierten Zellen auf der
Oberseite der Membran wurden mit einem Wattestibchen entfernt. Dann wurden die restlichen
Zellen fiir 30 min bei Raumtemperatur (RT) mit 4% Paraformaldehyd in PBS (ca. 600 pl/Well)
fixiert und permeabilisiert. Die Firbung erfolgte fiir 30 sec mit 200ng/ml DAPI. Pro Ansatz
wurden fiinf Felder bei 20-facher Vergrolerung ausgezihlt und die Daten von mindestens drei
unabhiéngigen Experimenten ausgewertet. Um die Migration nach Zugabe des ErbB2-Inhibitors

AGS825 zu messen, wurden die Zellen 30min lang mit dem Inhibitor (25uM) vorbehandelt.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Zweikammer-Transwellmigrationsassays

In dem Zwei-Kammer Kultursystem sind die obere und untere Kammer durch eine porose Membran getrennt.
Letztere ist innen mit einer kiinstlichen extrazelluliren Matrix beschichtet. In der oberen Kammer befindet sich
serumfreies Medium, in der unteren das Testmedium.

Proliferations-Assay

Zur Bestimmung des Proliferationsverhaltens von Zellen wurde der kolorimetrische WST-1
Zellproliferations-ELISA eingesetzt, dessen Prinzip auf der Spaltung des Tetrazolium-Salzes
WST-1 durch die mitochondriale Dehydrogenase beruht. Durch die Spaltung von WST-1
entsteht der Farbstoff Formazan, der spektrophometrisch in einem ELISA-reader quantifiziert
werden kann. Die Menge des gemessenen Farbstoffs korreliert dabei direkt mit der Menge der
lebenden Zellen. 72 h nach der Transfektion wurden 10,000 Zellen in Triplika in eine 96-well
Zellkulturplatte ausgesit. Den Zellen wurde iiber Nacht das Serum entzogen; am néchsten
Morgen wurden sie mit 1nM Nrglf iiber 24 h stimuliert. Danach wurden die Zellen mit 10ul
WST-1 Reagenz fiir 2 h im Brutschrank inkubiert. Die Absorptionsrate wurde danach in einem

Mikroplatten-Spektrophometer bei 450nm/600nm gemessen.
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Indirekte Immunfluoreszenz

Die zelluldre Lokalisation von Proteinen kann durch die indirekte Immunfluoreszenz

untersucht werden. Dazu werden Antikorper gegen die zu untersuchenden Proteine eingesetzt.
Diese Antikorper werden dann von sekundiren fluoreszenz-markierten Antikorpern detektiert
und somit sichtbar gemacht. Die Benutzung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. Cy2
(griine Emission), Rhodamin (rote Emission) und DAPI (blau fluoreszierender, in die DNA
interkalierender Farbstoff) erlaubt eine Mehrfachfiarbung und somit die gleichzeitige Darstellung

mehrerer Strukturen in derselben Zelle.

Zur morphologischen Untersuchung von T47D Zellen wurden 8-well-Objekttrager mit 25ug/ml
Rattenschwanzkollagen beschichtet. Auf diesen wurden dann 30,000 Zellen ausgesit. Nachdem
die Zellen 2 h lang adhiériert hatten, wurden die sie iiber Nacht in serumfreiem Medium gehalten.
Am nichsten Morgen wurden die Zellen 30 min lang mit 1nM Nrg-1p stimuliert und danach
kurz mit PBS abgespiilt. Die Fixierung erfolgte mit 3% Paraformaldehyd gelost in PBS fiir 15
min bei RT. AnschlieBend wurden die Proben mit PBS gewaschen und mit 0,1% Triton-X in
PBS fiir 1 min permeabilisiert. Fiir die Aktinfiarbungen wurden die Proben danach fiir 15 min mit
Alexa565-Phalloidin inkubiert. Fiir die Nck2 und ErbB2 Férbungen wurden die Proben 60 min
lang mit 5% BSA in PBS/0,1% Triton-X blockiert. Danach wurden sie {iber Nacht mit dem
priméren Antikorper in PBS/Triton-X verdiinnt bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde nach
dreimaligem, fiinfminiitigem Waschen mit PBS der sekundire, fluochrommarkierte Antikorper
hinzugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei RT erfolgte ein erneutes Waschen mit PBS.
Anschliefend wurden bei allen Proben die Zellkerne 1 min lang mit DAPI angefidrbt. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Plastikkammern entfernt und die Objekttriger mit
PBS-gepuffertem Einschlussmedium gedeckelt und 2 h bei RT getrocknet. Die indirekte
Immunfluoreszenz wurde bei 200-facher Vergréerung mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica,
CTR MIC) aufgenommen, das mit einer digitalen Farbkamera (Leica) ausgeriistet war. Alle

Bilder wurden zur weiteren Bearbeitung in Adobe Photoshop importiert.
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden
Stimulation der Zellen
HEK 293-Zellen

Die transfizierten HEK 293 Zellen wurden vor der Stimulation fiir 24 h in serumfreiem Medium
gehalten. Die Stimulation erfolgte 10 min lang bei 37°C mit 50ng/ml NGF unter Zugabe des

Tyrosinkinaseinhibitors Phenylarsinoxid (1uM).

T47D und SKBR3-Zellen

Den Zellen wurden vor der Stimulation 24 h lang in serumfreien Medium gehalten und danach—
je nach Experiment—15, 30, oder 60 min mit InM Nrgl-f unter Zusatz von 1uM

Phenylarsinoxid stimuliert.

Herstellung von Zellysaten und Extraktion von Proteinen

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen nach der Stimulation zweimal mit
PBS gewaschen, trocken gesaugt, und in Zellkulturschalen auf Eis gestellt. Danach wurde zu den
HEK?293 500ul, zu den T47D Zellen 100-2000ul Lysis-Puffer gegeben, wobei die zugegebene
Menge sich nach der GroBe der Zellkulturschalen richtete. Der Lysis-Puffer war mit Protease-
Inhibitoren angereichert (Lysis-Puffer: 50mM HEPES pH 7,5, 50mM NaCl, 1,5mM MgCl,,
ImM EDTA, 5% Glycerol, 1% Triton-X; Protease-Inhibitoren wurden in folgender
Endkonzentration  hinzugefiigt: ImM  NaF, ImM  Natriumorthovanadat, 10nM
Natriumpyrophosphat, ImM PMSF, 10ug/ml Aprotinin, 1pg/ml Leupeptin). Die Zellen wurden
mit einem Zellschaber abgekratzt, in Eppendorf-Reaktionsgefidfe iiberfithrt und fiir 5 min bei
4°C lysiert. Das Lysat wurde anschlieend durch 10-miniitige Zentrifugation bei 14,000 rpm und
4°C geklirt. Der Uberstand wurde als Zellextrakt weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert. Die

Proteinkonzentration der Lysate wurde nach der Bradford Methode bestimmt.

Proteinbestimmung nach der Bradford-Methode

10ul der Proteinprobe wurden 1:10 in H,O verdiinnt und mit 200ul Bradford-Reagenz gemischt.
Die Losung wurde innerhalb von 15min photometrisch bei 595nm gemessen. Zur
Proteinbestimmung diente eine Proteineichreihe, die mit verschiedenen BSA-Konzentrationen

erstellt wurde.
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Immunoprdzipitation

Zur Immunoprizipitation wurden 300ul Zellysat mit dem gleichen Volumen HNTG-Puffer
gemischt (HNTG-Puffer: 20mM HEPES, 50mM NaCl, 10% Glycerol, 0,1% Triton-X-100,
Proteininhibitoren wie beim Lyse-Puffer). Das Gemisch wurde mit den Antikdrpern in
entsprechenden Endkonzentrationen 2 h lang bei 4 °C inkubiert. Die Protein-G Sepharose wurde
5 Mal mit HNTG Puffer gewaschen; die freien Bindungsstellen wurden mit einprozentigem, in
HNTG-Puffer gelostem BSA bei 4 °C fiir 2 h blockiert. Zu den Lysaten wurde jeweils S0ul 50%-
ige Sepharose-Suspension gegeben und das Gemisch bei 4°C tiber Nacht inkubiert. Danach
wurden die Proben in spincap tubes iiberfiihrt, bei 3000 rcf fiir 1 min bei 4°C zentrifugiert und
mit HNTG-Puffer gewaschen. Der Vorgang wurde 4 Mal wiederholt. Die an die Protein-G
Sepharose gebunden Proteine wurden durch 5-miniitiges Kochen in 30ul 4x SDS-Ladepuffer
unter der Zugabe von DDT gelost. Der Uberstand wurde dann durch SDS-PAGE aufgetrennt.

SDS-PAGE nach Laemmli

Fir die vertikale Elektrophorese wurden diskontinuierliche Gelsysteme mit Trenn- und
Sammelgel verwendet. Es wurde zunichst das Trenngel gegossen und dessen Polymerisation das
Sammelgel darauf gegossen. Die SDS-PAGE wurde unter denaturierenden und reduzierenden
Bedingungen durchgefiihrt. Die proteinhaltigen Proben wurden im Verhiltnis 4:1 mit 4-fachem
Probenpuffer unter der Zugabe von DDT als reduzierendem Agenz gemischt und 5 min bei 95°C
gekocht. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 120V. Als Referenz wurde ein
Proteinmarker mit definierten Proteingro3en aufgetragen. (Trenngellosung (10prozentig): 8,3ml
Acrylamid, 9,9ml H20, 6,3ml 1,5M Tris (pH8,8), 250ul 10% SDS, 250ul 10%APS, 20ul
TEME; Sammelgellosung (10ml): 1,3ml Acrylamid, 6,0ml ddH20, 2,5ml 0,5M Tris (pH 6,8),
100ul 10% SDS, 100ul 10% APS, 20ul TEMED; Laufpuffer (10fach): 0,25M Tris (pHS,8) ,
1,92M Glycin, 1% SDS; 1X Laufpuffer: 1 Vol 10X Laufpuffer, 9Vol ddH20; SDS-Ladepuffer
(2fach): 100mM Tris (pH6,8), 4% SDS, 0,2% Bromphenolblau, 20% Glycerol, 200nM Beta-
Mercaptoethanol).

Western-Blot-Analyse

Die Proteine wurden nach der Auftrennung im SDS-Polyacrylamid-Gel nach dem Semi-Dry-
Verfahren fiir 40 min mit Hilfe eines Trans-Blot SD semi-dry electro blotter bei einer
Stromstirke von 100mA/Blot auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen. Zum

immunohistochemischen Nachweis der Proteine auf der Nitrozellulosemembran wurden die
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freien Bindungsstellen durch eine einstiindige Inkubation bei RT mit Blockierungs-Puffer (5%
Magermilchpulver oder BSA in TBS-T; TBS-T: 10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1%
Tween 20) abgesittigt. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h bei RT mit dem jeweiligen in
Blockierungs-Puffer verdiinnten priméren Antikorper iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach
fiinfmaligem Waschen der Membran in TBS-T-Puffer erfolgte eine einstiindige Inkubation bei
RT mit den entsprechenden Meerrettich-Peroxydase-gekoppelten sekundiren Antikorpern.
Danach wurde die Membran 3 Mal in TBS gewaschen. Die gebundenen Protein-Antikorper-
Komplexe wurden anschlieBend mit einem ECL-Detektionssystem detektiert und durch
Belichtung eines Rontgenfilmes sichtbar gemacht. Die Rontgenfilme wurden eingescannt und

die Daten mit den Softwareprogramm Imagel ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1  Phosphorylierungsabhingige Interaktion von Nck2 mit ErbB2 in menschlichen

Brustkrebszellen
3.1.1 Uberexpressionsstudien

In dieser Arbeit wurde zunichst die in der Hefezelle neu identifizierte Interaktion zwischen
ErbB2 und Nck2 in einem Séugetierzellmodell tiberpriift. Dies ist unter anderem aufgrund der
verschiedenen zelluldren Milieus in Sdugetierzellen und Hefezellen und deren unterschiedlichen

posttranslationalen Modifikationen essentiell.

Hierzu wurde die humane Nierenepithelzellinie HEK293, die endogen jediglich ein niedriges
ErbB2 Expressionsniveau hat, jedoch aber Nck2 exprimiert, transient mit Nck2 sowie mit einem
TrkA-ErbB2 Fusionsprotein ko-transfiziert. Die Konstrukte wurden von Mitgliedern der
Arbeitsgruppe generiert und fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt (DiCesare, 2001). Das
TrkA-ErbB2 Fusionsprotein besteht aus der extrazelluliren Doméne von TrkA, das den NGF-
Rezeptor enthilt, und der intrazelluliren Domine von ErbB2 (Abbildung 6), wobei die
transmembrane Doméne von ErbB2 an die extrazelluldre Sequenz von TrkA fusioniert ist (Sachs
et al., 1996; Keitel et al., 2008). Dieses Hybridkonstrukt kann durch den TrkA Bindungspartner
NGF aktiviert werden; dies erwirkt die Autophosphorylierung der intrazelluldren Tyrosinreste
durch die ErbB2-Kinasestelle (Sachs et al., 1996; Keitel et al., 2008). Als Negativkontrolle
wurde auBerdem ein Konstrukt verwendet, das eine Punktmutation im Aktivitdtszentrum der
Kinase an der Stelle K758A fiihrt (Kin.def.ErbB2) (fiir detaillierte Beschreibung der Generation
der Mutante siehe: (DiCesare, 2001; Keitel et al., 2008) Zur Erhéhung der Sperzifitit der
Detektion der Interaktion wurde fiir das Nck2-Konstrukt ein mit FLAG markierter Vektor

eingesetzt.
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= Abbildung 6: Schematische Darstellung der TrkA-ErbB2 Fusionsproteine
Das TrkA-ErbB2 Fusionsprotein besteht aus der extrazelluliren Domine von
TrkA, das den NGF-Rezeptor enthilt, und der intrazelluldren Domine von
ErbB2, wobei die transmembrane Domine von ErbB2 an die extrazellulire
Sequenz von TrkA fusioniert ist. Dieses Hybridkonstrukt kann durch den
TrkA Bindungspartner NGF aktiviert werden; dies erwirkt die
Autophosphorylierung der intrazelluldren Tyrosinreste durch die ErbB2-

Kinasestelle (A). Es wurde ausserdem ein Konstrukt verwendet, das eine

B Mutation in der Kinasestelle entilt (B).

Zur Aktivierung des intrazelluliren ErbB2-Anteils des Konstrukts wurden die Zellen nach der
Transfektion mit NGF stimuliert. Fiir die anschlieBende Koimmunprizipitation wurden die
Zellysate zundchst mit einem anti-ErbB2 Antikorper inkubiert und das Prizipitat mit einem
FLAG-Antikorper detektiert (Abbildung 7). Exogenes Nck2 koimmunprizipitierte mit dem
phosphorylierten TrkA-ErbB2 Hybridrezeptor, wobei keine Interaktion mit dem Kinase-
mutierten Rezeptorkonstrukt festgestellt wurde (Abbildung 7). Diese
phosphorylierungsabhingige Interaktion wurde ebenfalls beobachtet, als die Lysate mit einem
FLAG-Antikorper ausgefillt und anschlieBend mit einem ErbB2-Antikorper detektiert wurden
(Abbildung 7). Diese Ergebnisse bekriftigen die Annahme, dass die im Hefesystem aufgedeckte
phosphorylierungsabhingige Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2 auch in menschlichen Zellen
stattfindet.
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IP: anti-ErbB2
WRB: anti-FLAG

==

total lysates
WB: anti-ErbB2

IP: anti-Nck2-FLAG
WB: anti-ErbB2

}....... -

total lysates
WB: anti-FLAG

Abbildung 7: Nck2 bindet an aktiviertes ErbB2
in menschlichen Zellen

(A,B) Phosphorylierungsabhéngige Interaktion von
Nck2 mit ErbB2 nach Uberexpression der
Konstrukte in HEK293 Zellen. ErbB2- und Nck2-
FLAG-cDNAs wurden in HEK293 Zellen
kotransfiziert. Nck2-FLAG bindet an aktiviertes
ErbB2, nicht jedoch an den Kinase-defizienten
Rezeptor (Kin.def.ErbB2). (A, oben):
Immunoprizipitation von ErbB2 gefolgt von einer
Western-Blot Detektion von Nck2-FLAG. (B,
oben): Immunoprizipitation von Nck2-FLAG,
gefolgt von einer Western-Blot Detektion von
ErbB2. (A und B, unten): Kontroll-Immunoblots der

gesamten Zellysate.

31



3.1.2 Endogene Koimmunprizipitation

Um die Assoziation zwischen ErbB2 und Nck2 unter biologisch relevanteren Bedingungen zu
beleuchten, wurde die durch Hefe-2-Hybrid Screens und Uberexpressionsstudien gefundene
Interaktion auch endogen in der humanen Brustkrebszellinie T47D, die alle vier ErbB-
Rezeptorsubtypen sowie Nck2 exprimiert, untersucht (Abbildung 8, 10). T47D Brustkrebszellen
eignen sich unter anderem deshalb fiir eine endogene Koimmunprizipitation, weil sie eine
moderate ErbB2-Expression haben und sich ErbB2-Rezeptoren somit auf diesen Zellen mit Nrg
aktivieren lassen, wobei die Rezeptoren nicht—wie zum Beispiel bei der Brustkrebszelllinie

SKBR3—durch eine endogene Uberexpression konstitutiv aktiv sind (Abbildung 8.9).

OQy\ ¥ \&rb 0@"‘ Abbildung 8: Expressionsprofil der verschiedenen ErbBR
& & & & Die in dieser Arbeit eingesetzte T47D-Brustkrebszellinie wurde mittels
Immunoblotting auf die Expression der verschiedenen ErbBR iiberpriift. Sie
e ; P P
exprimiert sowohl EGFR (ErbB1), ErbB2, ErbB3, als auch ErbB4.
©
S & & e S
QO & & NSRS
S WS R R

D s e [T P-EbB2(Tyr1248)  |ume NS S S | < P-ErbB2 (Tyr 1248)
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Abbildung 9: ErbB2-Phosphorylierungsniveau nach Stimulation mit Nrglp

Subkonfluente T47D Zellen in serumfreien Medium wurden iiber 15, 60 und 120 min mit 1nM Nrgl stimuliert und
anschlieBend lysiert. Anhand eines P-Tyr ErbB2-Antikorpers wurde mittels Western-Blotting das
Phosphorylierungsniveau des Rezeptors bestimmt. (A) In der verwendeten T47D-Zellinie zeigte sich eine Steigung
der Signalintensitit, wobei das Maximum bei 15 min lag. (B) In den eingesetzten SKBR3-Zellen édnderte sich die
Signalintensitit nach der Stimulation kaum. Letzteres ist hochstwahrscheinlich auf das hohe ErbB2-
Expressionniveau der Zellen zuriickzufiihren, die zu einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors fiihrt (Yuste et

al., 2005).

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2 durch endogene
Koimmunprizipitation wurden subkonfluente T47D Zellen 15 min lang mit Nrglf behandelt,
um den endogenen ErbB2-Rezeptor zu aktivieren, und anschlieBend lysiert; ein Teil der Zellen
blieb unbehandelt. Die Immunoprizipitation der Lysate mit einem ErbB2-Antikdper gefolgt von

Western-Blotting mit einem Nck2-Antikorper zeigte, dass Nck2 in T47D-Zellen mit ErbB2
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assoziiert (Abbildung 10). Auch ohne Zusatz von Wachstumsfaktoren besteht eine gewisse
Basisaktivitit des ErbB2-Rezeptors. Dies konnte bereits im Western-Blot mit Phospho-ErbB2
Antikorpern gezeigt werden (Abbildung 9). Letzteres bietet eine mogliche Erkldrung fiir die

Assoziation von Nck2 und ErbB2 unter serumfreien Kulturbedingungen.

Abbildung 10:
Endogene Koimmunprizipitation von ErbB2
QQ;l/ q,b Q)q, g prazip
. ((} \,5\ N ((/(0 und Nck2 in T47D Zellen
NS QO o
> 00\ é'\‘oo ,b(\\\' T47D Zellen wurden 15 min lang mit Nrglf
\Q ) \Q - ¥ \Q ’ stimuliert, ein  Drittel blieb  unstimuliert.
Nrg + + - Anschliefend folgte die Prizipitation der Lysate
kgg mittels eines ErbB2-Antikorpers beziehungsweise
eines FLAG-Antikorpers (unrelated antibody).
- ' |~ k2 pers Y
36 — Nach Detektion mittels eines Nck2-Antikorpers
zeigte sich eine Interaktion zwischen ErbB2 und
. Nck2. Die Signalstirke im Western Blot war um
WB: anti-Nck2

etwa 80% stiarker, wenn die Zellen mit Nrglf

behandelt wurden.

In dieser Arbeit wurde auch die intrazellulire Lokalisation der beiden Interaktionspartner
immunbhistologisch untersucht, um die gefundene Interaktion visuell zu bestéitigen. Dazu wurden
T47D-Zellen mit Nrglf stimuliert, mit ErbB2- beziehungsweise Nck2-Antikorpern inkubiert
und anschlieBend mit fluoreszenzmarkierten sekundidren Antikdrpern angefirbt. Wie erwartet,
wurde ErbB2 vor allem an der Zellmembran gefunden. Nck2 hingegen war intrazelluldr
ubiquitér lokalisiert mit einer Hdaufung im perinuklearen Anteil der Zellen. Es konnte hierbei
keine Kolokalisation der beiden Proteine detektiert werden. ErbB2 und Nck2 scheinen jedoch im
selben Zellkompartement lokalisiert zu sein. Eine Interaktion zwischen den beiden Proteinen ist
also theoretisch méglich, auch wenn diese nicht immunhistochemisch detektiert werden konnte.
Selbst wenn diese Untersuchungen die gefundene Interaktion nicht unterzeichnen, sind die
vorangegangenen Koimmunprézipitationen doch sensitiver fiir die Detektion von

Proteinassoziationen (Maier and Deinzer, 2005).

Zusammenfassend legen diese Ergebnisse nahe, dass Nck2 phosphorylierungsabhingig mit
ErbB2 interagiert. Dariiber hinaus wird diese Interaktion sehr wahrscheinlich durch eine
Aktivierung des ErbB2-Rezeptors durch Nrglf verstéirkt und ist von physiologischer Relevanz in

menschlichen Brustkrebszellen.
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3.2  ErbB2-Nck2 Interaktion: Entschliisselung der Funktion

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, handelt es sich bei ErbB2 um einen orphan-Rezeptor,
das heif3t, dass fiir ihn keine direkten extrazelluldren Bindungspartner bekannt sind. ErbB2 wird
durch Heterodimerisierung mit ErbB1, ErbB3 oder ErbB4 aktiviert (Yarden and Sliwkowski,
2001). Der in dieser Arbeit verwendete Aktivator Nrgl-B, eine Spleillvariante von Nrgl, bindet
an ErbB3 und ErbB4, und 16st hiernach vorwiegend eine Heterodimerisierung mit ErbB2 und
dessen Aktivierung aus (Burden and Yarden, 1997). Die Stimulation mit Nrgl-f fiihrt zu einer
Reihe von zelluldren Reaktionen, unter anderem zu einer verstiarkten Proliferation und zur
Induktion von Chemotaxis und zytsokelettalen Verdnderungen. Auf molekularer Ebene aktiviert
Nrg-1pB eine Vielzahl von intrazelluldren Signalwegen und induziert die Phosphorylierung von
Signalproteinen wie MAPK, Akt/PKB und FAK (Aguilar et al., 1999; Le et al., 2001; Marone et
al., 2004; Kuramochi et al., 2006). Ziel dieser Arbeit war es nun, die Rolle des Adaptorproteins
Nck2, und somit auch des ErbB2-Nck2 Interaktoms in der durch Nrglp-induzierten zelluldren

Reaktionen und Signalwegen zu charakterisieren.

3.2.1 Expression von dominant-negativen Nck-Mutanten

Die strukturellen Eigenschaften der Nck-Proteine verleihen diesen ihre Funktion als Adaptor in
intrazelluldren Signaltransduktionsketten: mit ihrer SH2-Domine konnen sie an Tyrosin-
phosphorylierte Peptide andocken und anhand ihrer drei SH3-Dominen wiederum Proteine
binden, die Prolin-reiche Sequenzen enthalten. Letztere werden somit in die Ndhe von
Phosphotyrosinproteinen transloziert; Nck erfiillt deshalb die Rolle als ein second messenger, der
Rezeptortyrosinkinasen mit intrazelluldren downstream-Signalnetzwerken verkniipft (Buday et
al., 2002). Um die Funktion der Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2 im Nrglp-induzierten
signaling zu charakterisieren, wurden T47D-Zellen mit dominant-negativen Mutanten
transfiziert. Die dominant-negativen Mutanten enthielten entweder nur die SH2- oder die SH3-
Domine von Nck2 (Abbildung 11). Eine Uberexpression der SH2-Domine sollte die Nck2-
Bindungsstellen an Y3 des aktivierten ErbB2-Rezeptors absittigen sowie das Binden von
endogenem Nck2 an ErbB2 und die Weiterleitung des ErbB2-vermittelte Signals an downstream
Signalproteine verhindern. Analog dazu hat die SH3 Doméne das Potential letztere abzufangen,
ohne jedoch an den ErbB2-Rezeptor binden zu konnen (Abbildung 11). Mit Hilfe dieser
dominant-negativen Mutanten ist somit die Blockierung einer durch Nck2-vermittelte
intrazelluldre Weiterleitung des Nrglp-induzierten ErbB2-Signals moglich. Parallel zu den Nck2

Mutanten wurden auch die entsprechenden Nck1 Mutanten untersucht, um zu beleuchten, ob die
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gefundenen Effekte spezifisch fiir die funktionelle Einheit von Nrglf-ErbB3/4-ErbB2-Nck2
sind. Hierbei ist jedoch nicht auszuschliessen, dass der beobachtete Effekt durch Bindung der
dominant-negativen Mutanten an andere bekannte Bindungspartner vermittelt wird. Das
Expressionsniveau der Mutanten wurde nach Transfektion mittels Western-Blot iiberpriift und

lag bei allen Transfektanten in der gleichen Grossenordnung (Abbildung 12)

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Nck-
Mutanten

Die SH2-Mutanten (a) bestehen alleine aus der SH2-
Domiéne von Nck-Proteinen und blockieren die

Weiterleitung der Signale des ErbB2R; die SH3-Mutanten

(b) vermogen Proteine abzufangen, die mit ihrer PxxP-

Domiine an Nck-Proteine binden.

Abbildung 12: Kontrolle des Expressionsniveaus der

< b < transifizierten dominant-negativen Konstrukte
NN N
kDa < & F & @ Vor Einsatz der transfizierten T47D Zellen fiir
75 - —— verschiedene zelluldre assays wurde das
90 - | c—— Expressionsniveau der verwendeten Konstrukte mittels
SF eines gfp-spezifischen Antikorpers iiberpriift.

3.2.2 Intrazelluldres Signaling

Um die Rolle des ErbB2-Nck2-Interaktoms in zelluldiren Hauptsignalkaskaden zu untersuchen,
wurde zunidchst die Aktivierung der intrazelluliren Hauptsignalwege (Akt/PKB und MAPK)
durch Nrglp untersucht, in denen ErbB2 ein essentieller Baustein ist. Hierbei ist bekannt, dass
diese Signalwege unter anderem iiber Ras angeschaltet werden konnen, das wiederum zum
Beispiel iiber den ErbB2-Bindungspartner Shc aktiviert wird (Esparis-Ogando et al., 2002).
Angesichts der Komplexitit und Redundanz intrazelluldrer Signalkaskaden ist jedoch neben

diesem klassischen Aktivierungsweg eine Vielzahl anderer Transduktionswege vorstellbar.
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Zunichst wurde die Aktivierung dieser Signalkaskaden im verwendeten Modellsystem, der
T47D-Brustkrebszellinie, untersucht. Die Zellen wurden fiir unterschiedlich lange Zeitintervalle
inkubiert, und die resultierende Aktivierung im Western-Blot mit Hilfe von phospho-
spezifischen Antikdrpern gemessen. In einem zweiten Schritt wurde die Aktivierung der
Signalwege in T47D-Zellen bestimmt, die mit den dominant-negativen Nck-Mutanten
transfiziert wurden. Hierdurch soll die Rolle der Adaptorproteine Nckl und Nck2 in der durch

Nrglp-vermittelten Aktivierung der oben beschriebenen Signalwege ermittelt werden.

Nrglp induziert eine transiente Aktivierung des MAPK-Signalweges in T47D-Zellen

In dieser Arbeit wurde durch den Einsatz von phospho-spezifischen p42/44 MAPK-, p38
MAPK- und SAPK/JNK-Antikorpern die Aktivierung von drei Sdulen des MAPK-Signalweges
in T47D-Zellen untersucht (Abbildung 13).

Abbildung 13: Schematische Darstellung der MAPK-
Raf Mo MEK1/2 . (042/44 MAP! Signalwege (Pearson et al., 2001)

—»—. p38 MAPK

RIEKKATEN
MLK3 —_— MKK4/7 — SAP“NK

MAPKKK MAPKK MAPK

Analog zu vorherigen Studien (Neve et al., 2002; Marone et al., 2004), fiihrte auch eine
Stimulation der in dieser Arbeit verwendeten T47D-Zellen mit Nrglf zu einer Aktivierung der
p42/44 MAPK, p38 MAPK und SAPK/INK-Signalwege (Abbildung 14). Bei der
Immundetektion der aktivierten MAPK-Isoformen konnte eine frithe Aktivierung nach einer
Inkubation der Zellen mit Nrglf fiir 5 min nachgewiesen werden; die maximale MAPK-
Aktivierung wurde nach 15 miniitiger Agonisten-Inkubation erreicht; Nach einer Nrglf-
Behandlung von 1 h zeigte sich eine erhebliche Reduktion der MAPK-Aktivierung (Abbildung
14). Die Signalintensitit stieg bei p42/44 MAPK etwa um den Faktor 4, bei der p38 MAPK und
bei der SAPK/JNK um etwa den Faktor 4,5 an.
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Abbildung 14: Aktivierung der MAPK-Signalwege durch Nrglf

T47D Zellen wurden unterschiedlich lang mit InM Nrglf stimuliert und die Lysate anschliefend mit
phosphospezifischen MAPK-Antikorpern untersucht. A, links: Western-Blot Detektion mit P-p42/44 MAPK
Antikorper nach 15- (2), 30- (3) und 60-miniitiger (4) Stimulation mit 1nM Nrgl1f, eine Probe blieb unstimuliert (1).
B, links: Western-Blot Detektion mit P-p38 MAPK Antikorper nach 5- (2), 15- (3) und 60-miniitiger (4)
Stimulation mit 1nM Nrg1p, eine Probe blieb unstimuliert (1). C, links: Western-Blot Detektion mit P-SAPK/JNK
Antikorper nach 5- (2), 15- (3) und 60-miniitiger (4) Stimulation mit 1nM Nrglp, eine Probe blieb unstimuliert (1).
A-C, rechts: Semi- Quantifizierung der relativen Signalintensitdt mittels Image-J. Als Ladekontrolle wurde ein

GAPDH-Antikoérper verwendet.
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Nrglp induziert eine transiente Aktivierung des Akt/PKB-Signalweges in T47D-Zellen

Im Folgenden wurde die Aktivierung des Akt/PKB Signalweges im Western-Blot mit Hilfe von
phospho-spezifischen Akt-Antikdrpern gepriift, wobei zwei Phosphorylierungsstellen von Akt
(Thr 308, Ser 473) untersucht wurden. Akt spielt eine regulatorische Rolle in vielen zellulidren
Prozessen wie Apoptose und Proliferation. Analog zu den Ergebnissen fiir das MAPK-signaling
und zu vorhergehenden Studien fithrte Nrglf zu einer Akt-Aktivierung (Neve et al., 2002),
wobei das Maximum nach einer 15-miniitigen Stimulation erreicht war (Abbildung 15). Die
gemessenen Signale der Serind73- sowie der Threonin308-Phosphorylierungsstelle wurden in

beiden Fillen um etwa das sechsfache verstérkt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Aktivierung der Akt-Signalwege durch Nrglf

Analog zum vorherigen Versuch wurden T47D-Zellen unterschiedlich lang mit 1nM Nrglf stimuliert und die
Lysate anschlieBend mit phosphospezifischen Akt-Antikdrpern untersucht. A, links: Western-Blot Detektion mit P-
Akt Ser473 Antikorper nach 15- (2), 30- (3) und 60-miniitiger (4) Stimulation mit 1nM Nrglp, eine Probe blieb
unstimuliert (1). B, links: Western-Blot Detektion mit P-Akt Thr308 Antikoérper nach 15- (2), 30- (3) und 60-
miniitiger (4) Stimulation mit InM Nrglp, eine Probe blieb unstimuliert (1). A-B, rechts: Semi-Quantifizierung der

relativen Signalintensitidt mittels Image-J. Als Ladekontrolle wurde ein GAPDH-Antikorper verwendet.
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Aktivierung der MAPK und Akt-Signalwege, keine Beeinflussung durch die Nck-Mutanten

Im Folgenden wurde die Aktivierung der MAPK und Akt-Signalwege nach Transfektion mit den
dominant-negativen Nck-Mutanten untersucht. Wie in Abbildung 16 gezeigt, resultierte der
Einsatz der Mutanten in keiner merklichen Verinderung der Aktivierung der MAPK
Signalwege. Dasselbe galt fiir die Akt-Signalkaskade (Abbildung 16). Beide Signalwege
schienen durch die Transfektion der Nck-Mutanten weitgehend unbeeinflusst; wahrscheinlich
sind weder Nck1 noch Nck2 bedeutende Regulatoren beider Kaskaden in der Ubertragung des
Nrglp-Signals.

Abbildung 16: (A-E) Aktivierung der MAPK- und Akt-Signalwege in transfizierten und untransfizierten
T47D Zellen

T47D Zellen wurden mit den Nckl- bzw. Nck2-Mutanten transfiziert; ein Teil der Zellen blieb untransfiziert.
AnschlieBend wurde die Aktivierung der p42/44-MAPK (A), p38-MAPK (B), SAP/INK (C), Akt Thr308 (D) und
Akt Serd73 (E) Signalwege nach 15-miniitiger Stimulation mit Nrglf gegeniiber unstimulierten Kontrollen
untersucht. Es konnte kein merklicher Unterschied im Phosphorylierungsniveau der transfizierten gegeniiber der
untransfizierten Zellen festgestellt werden. Als Ladekontrolle wurde ein GAPDH-Antikorper verwendet. Der obere
Teil der Abbildung zeigt die Western-Blot Analyse; im unteren Teil sind die entsprechenden Semi-

Quantifizierungen der Signalintensitdten mittels Image-J dargestellt.
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3.2.3 Brustkrebszellmigration: vermindert in Nck-Mutantenzellen

Nrglp fiihrt in verschiedenen Zelllinien, unter anderem auch in Brustkrebszellen, zu einem
Anstieg der Zellmigration (Rio et al., 1997; Marone et al., 2004), wobei diese chemotaktische
Zellantwort von der Aktivitit des ErbB2-Rezeptors abhéngig ist (Spencer et al., 2000). ErbB2 ist
somit ein substantieller Akteur in der durch Nrglf-induzierten Zellmigration. Studien deuten
darauf hin, dass eine Hauptfunktion von Nck-Adaptorproteinen in der Verkniipfung von
Membranrezeptoren mit intrazelluldren Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts besteht (Li et al.,
2001). Letzteres ist Kernstiick in einer Vielzahl von zelluliren Reaktionen wie z.B. der
Zellmigration und Chemotaxis. Es scheint also essentiell, die Rolle von Nck2 in der ErbB2-

vermittelten Chemotaxis zu untersuchen.
Um diese Rolle von Nck2 in dem komplexen Zusammenspiel zu beleuchten, wurden T47D-

Zellen in einem modifizierten Boyden-Chamber Assay untersucht. In diesem Experiment wurde

die Migration der Zellen entlang eines Konzentrationsgradienten der chemotaktischen Substanz
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Nrglp quantifiziert (zum Versuchsaufbau siehe auch Abbildung 5). Fiir die statistische
Auswertung wurde die Migrationsrate der mit dem leeren gfp-Vektor transfzierten, stimulierten

Zellen als Refernenzwert 100% gesetzt.

Migration bei Stimulation durch Nrglf und nach Koinkubation mit AG825

Der Einsatz von Nrglf im Boyden-Chamber Assay fiihrte zu einem etwa im Mittel 6-fachen
Anstieg der Migration von untransfizierten T47D Zellen gegeniiber unstimulierten,
untransfizierten Zellen (Abbildung 17). Wurden die Zellen mit dem Erbb2-Inhibitor AG825
koinkubiert, fiihrte dies zu einer zirka 50-prozentigen Reduktion der migratorischen Zellantwort
von 105.5% % 10.1% (n=3) auf 45.6% + 7% (n=3, p=<0.001) im Vergleich zu unbehandelten
T47D Zellen (Abbildung 17). Es ist also anzunehmen, dass ErbB2 wesentlich an dem durch
Nrglf induzierten Migrationssignal in T47D Brustkrebszellen beteiligt ist. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Ergebnissen einer weiteren Studie iiberein, in der das Migrationsverhalten von

T47D Zellen untersucht wurde (Marone et al., 2004).

Einfluss der dominant-negativen Nck-Mutanten auf die Zellmigration

In einem weiteren Schritt wurde nun die Migration von mit dominant-negativen Nckl1- und
Nck2-Mutanten transfizierten Zellen im Vergleich zur einer Kontrolle, die nur mit dem gfp-
Vektor transfiziert war, untersucht. Auch in diesen Zellen war die chemotaktische Antwort von
T47D-Zellen reduziert (Abbildung 17): fiir die Nck1SH2-Mutante lag sie bei 34.6% + 18.8%
(n=4, p=0.01), fiir die Nck2SH2-Mutante bei 30.0% + 13.7% (n=4, p=0.1), fiir die Nck1SH3-
Mutante bei 39.4% + 9.4% (n=3, p=<0.001) und fiir die Nck2SH3-Mutante bei 50.4% + 8.0%
(n=3 p=<0.001). Alle transfizierten Mutanten fiihrten somit zu einer signifikanten Reduktion der
durch NrglB-induzierten und durch ErbB2-vermittelten Zellmigration, wobei kein signifikanter

Unterschied zwischen den Nck1 und Nck2-Mutanten bestand.
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Abbildung 17: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Migrationsversuche mit T47D Brustkrebszellen
Die Grafik zeigt die Mittelwerte (+Standardfehler des Mittelwerts) von mindestens drei unabhidngigen Versuchen
dar. Die Ergebnisse sind als relative Werte zu mit gfp-transfizierten, stimulierten Zellen dargestellt (*p<0.01,
*k

p<0.001).

Aufgrund der Strukturanalogie von Nck1 und Nck2 und der hohen intrazelluldren Konzentration
der eingesetzten dominant-negativen Mutanten, wire es theoretisch moglich, dass diese
unspezifisch wirken: Nck1-Mutanten kénnten unspezifisch Nck2-Bindungsstellen besetzen und
vice versa, somit also fremde Signalwege blocken. Um einen solchen Effekt auszuschlieB3en,
wurden die Migrationsversuche von Mitgliedern der Arbeitsgruppe unter dem Einsatz von siRNA
wiederholt, die jeweils zu einem spezifischen silencing von Nckl bzw. Nck2 fiihrten (Keitel et
al., 2008). Auch diese Zellen zeigten eine drastische Verminderung der Nrglp-induzierten
Migration (Abbildung 18). Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein spezifisches silencing von
Nckl bzw. Nck2 alleine bereits zu einer signifikanten Reduktion der migratorischen Antwort

von T47D im Vergleich zu Wildtyp-Zellen fiihrt (Abbildung 17, 18).
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Abbildung 18: Grafische Zusammenfassung der Migrationsversuche mit T47D-Zellen, (Keitel et al., 2008).
Die Grafik zeigt die Mittelwerte (+Standardfehler des Mittelwerts) von mindestens drei unabhidngigen Versuchen
dar. Die Ergebnisse sind als relative Werte zu mit gfp-transfizierten, stimulierten Zellen dargestellt bzw mit der
Kontroll-siRNA transfizierten, stimulierten Zellen dargestellt dargestellt (¥p<0.01, *p<0.001).

3.2.4 Verinderte Zellmorphologie der Nck2-Mutanten

Zellmotilitdt driickt sich durch eine Serie morphologischer Verinderungen aus, die auf der
Umgestaltung des Zytoskeletts beruhen. Um ein mogliches morphologisches Korrelat der
verminderten Migrationsrate der mit Nck2-Mutanten transfizierten T47D Zellen zu
identifizieren, wurden Aktinfirbungen der Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die T47D Zellen
entweder mit einem leeren gfp-Vektor oder mit den dominant-negativen Nck2-Mutanten
transfiziert. AnschlieBend wurden diese 30min mit Nrglf stimuliert. SchlieBlich wurden die
Zellen mit fluoreszenz-markiertem Phalloidin angefdrbt, um deren Aktinstruktur sichtbar zu
machen. Da die per FACS gemessene Transfektionseffizienz der dominant-negativen Mutanten
bei etwa 75% lag, wurde ein gfp-Vektor eingesetzt, um die tatsichlich transfizierten Zellen im
Mikroskop durch die Giinfarbung sichtbar zu machen. In den eigentlichen Firbungen zeigten

etwa 50% der Zellen ein griines Signal.

Vorhergegangene Untersuchungen belegen, dass T47D Zellen, die mit Ng1f behandelt werden,
sich rasch ausdehnen und membrane ruffles sowie Lamellipodien formen. Initial bilden sie
hierbei typischerweise Lamellipodien in alle Richtungen, bevor sie nach etwa 30 min eine

stirker polarisierte Organisationsform aufzeigen, die mit der Bildung von stress fibers einhergeht
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(Marone et al., 2004). Auch die in dieser Arbeit untersuchten Wildtyp-T47D Zellen, das heif3t
diejenigen, die untransfiziert blieben oder nur mit einem leeren gfp-Vektor transfiziert waren,
wiesen nach vorangegangener Stimulation mit Nrgl solche zytoskelettalen Verdnderungen auf .
Insgesamt zeigte sich ein stark heterogenes Gemisch konkordanter Aktinstrukturen. Diese
weitspannenden morphologischen Veridnderungen in Kombination mit dem recht geringen Anteil
transfizierter Zellen lieBen eine quantitativ-morphologische Auswertung nicht zu. Es zeigten sich
jedoch gewisse qualitativ-morphologische Unterschiede zwischen den Wildtypzellen und den

Mutantenzellen.

Die Wildtypzellen spreizten sich nach Stimulation mit Nrgl aus; sie formten Lamellipodien, die
radiale Filamentbiindel enthielten (Filopodien), die iiber den vorangehenden Zellteil hinausragen
(Abbildung 19). Es konnte dariiber hinaus auch die Ausbildung von membrane ruffles und stress
fibers beobachtet werden, die allesamt morphologische Korrelate der Zellbewegung verkorpern.
Die mit den dominant-negativen Nck2-Mutanten transfizierten Zellen formten diese Strukturen

kaum (Abbildung 19-22).

Die Mutantenzellen zeigten eine kompaktere Form und schienen nicht in der Lage im gleichen
Ausmall wie Wildtyp-Zellen Membranvorstiilpungen hervorzubringen. Dabei fiel auf, dass die
Mutanten-T47D-Zellen vor allem weniger Lamellipodien und membrane ruffles entwickelten
(Abbildung 19-22). Dagegen schien die Filopodienbildung weniger beeinflusst. Diese erfolgte
aber ungleich der Beobachtung bei den Wildtypzellen nicht innerhalb der vorangehenden
Lamellipodien, sondern vielmehr aus dichten Aktinpunkten. Diese Verkniipfungspunkte
entsprechen wahrscheinlich Adhésionsfoki, die aufgrund ihrer vergleichsweise grofien
Ausdehnung und ihrem hohen Aktinanteil focal adhesions gleichen konnten. Die Tendenz der
Mutantenzellen zur Ausbildung von focal adhesions ist mit der verminderten Migration in
Ubereinstimmung zu bringen, da schneller migrierende Zellen einen hoheren Anteil an focal

complexes gegeniiber focal adhesions enthalten (Hall, 1998).

Von Mitgliedern der Arbeitsgruppe wurde dariiber hinaus die morphologische Antwort der
Nck1-Mutanten auf eine Nrglf-Stimulation untersucht. Diese entsprach weitgehend der der
Nck2-Mutanten. Auch wenn diese heterogenen und rein qualitativen Daten keine genaue
Aussage iiber das morphologische Korrelat zu der verminderten Migrationsrate der
Mutantenzellen zulassen, scheint das morphologische Korrelat der geringeren Migration der mit

dominant-negativen Nck-Mutanten transfizierten Zellen zumindest anteilig in ihrer
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eingeschrinkten Féhigkeit zur Bildung von Membranausldufern wie Lamellipodien und
membrane ruffles begriindet zu sein. Dariiber hinaus ist die beobachtete Ausbildung starker
Aktinadhésionsfoki eine weitere mogliche Erkldrung fiir die eingeschrinkte Beweglichkeit der
Mutantenzellen. Diese Adhédsionfoki konnten stationdreren Substratadhésionsstellen wie z.B.
focal adhesions gleichkommen, die eine feste Adhésion der Zellen am Substrat ausrichten und

somit die Fortbewegung der Zellen hemmen.

Abbildung 19-22: Aktinfirbung transfizierter T47D-Zellen nach Stimulation mit Nrglp

T47D Zellen wurden mit einem leeren gfp-Vektor (Abbildung 19), gfp-Nck2-SH2 (Abbildung 20), gfp-Nck2-SH3
(Abbildung 21) transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen auf 8-Well Objekttrigern ausplattiert und
tiber Nacht in serumfreiem Medium gehalten, bevor sie 30 min lang mit InM Nrglf stimuliert wurden.
AnschlieBend wurde das Aktin-Zytoskelett mittels fluoreszenz-markierten Phalloidin sichtbar gemacht und die
Kerne mit DAPI angefirbt. Die rechte Sdule (B, D, F, H) zeigt jeweils das Fusionsbild aller drei Farbkanile. Im
linken Bild ist zur besseren Ubersicht nur das Phalloidin-Signal dargestellt (A, C, E, G). Abbildung 22 zeigt die

unstimulierten Kontrollen.
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Abbildung 19: T47D (gfp only), Aktinfirbung nach Stimulation mit Nrglf

Wildtyp Zellen, d.h. Zellen, die mit einem leeren gfp-Vektor oder untransfiziert blieben, zeigten eine fiir
migrierende Zellen charakteristische Konformation des Aktinzytoskeletts. Die Zellkorper spreizten sich gerichtet
aus und bildeten Lamellipodien (1), Filopodien (2), membrane ruffles (3), sowie stress fibers (4) aus. Wildtyp
Zellen waren aulerdem kleinere Adhisionsfoki sichtbar, die am ehesten focal complexes entsprechen, wie sie fiir
wandernde Zellen typisch sind.
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Abbildung 20: T47D (Nck2-SH2), Aktinfirbung nach Stimulation mit Nrglp

Die mit den dominant-negativen Nck2-SH2 Mutanten transfizierten Zellen waren gegeniiber untransfizierten Zellen
in der Fahigkeit zur Bildung von Lamellipodien (1) und membrane ruffles (3) beeintrichtigt. Sie bildeten jedoch
weiterhin Aktin stress fibers (4) und Filopodien aus (2). Die Filopodien schienen aber im Gegensatz zu den
Wildtypzellen, die focal complexes (6) ausbildeten aus dichten Aktinadhésionsfoki hervorzustofen, die aufgrund
ihrer Morphologie am ehesten focal adhesions (5) entsprechen.
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Abbildung 21: T47D (Nck2-SH3), Aktinfirbung nach Stimulation mit Nrglp

Auch die mit den dominant-negativen Nck2-SH3 Mutanten transfizierten Zellen waren in der Fihigkeit zur Bildung
von Lamellipodien und membrane ruffles behindert. Auch diese Mutanten formten weiterhin Filopodien aus (2), die
im Gegensatz zu den Wildtypzellen aus dichten Aktinadhésionsfoki (5) hervorzustoen schienen.
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Abbildung 22: unstimulierte Kontrollen
Als Kontrollen wurden unstimulierte Zellen der drei Versuchsansitze aufgenommen: A: Mit gfp transfizierte Zellen,
B: Mit Nck2-SH2-Mutanten transfizierte Zellen und C: Mit Nck2-SH3-Mutanten transfizierte Zellen.

Abbildung 23: Detailansicht aus den Abbildungen 19-21

A: Wildtypzellen bildeten nach Stimulation mit Nrglf Lamellipodien (3) aus. Innerhalb dieser Lamellipodien waren
radiale Aktinausldufer (Filopodien) (2) und fokale Adhésionspunkte zu erkennen (1). B: Filopodien ragten als
Ausldufer in Richtung der Zellbewegung hervor (4). C: Einige dieser Filopodien zeigten sich auch als seitliche
Ausldufer (5). Wildtypzellen bildeten auflerdem Aktin stress fibers (6). D: Letztere waren auch in den
Mutantenzellen aufzufinden. Die Mutantenzellen zeigten weiterhin eine Filopodienbildung, entweder als seitlich
Ausldufer entsprechend dem Wildtyp (7), oder wie in E-H zu erkennen als ldngliche Ausldufer aus dichten
Aktinadhisionsfoki (8, 9, 11, 14). Diese Adhisionsfoki waren durch dichte Aktinbiindel gekennzeichnet (10, 12, 13)
und entsprechen aufgrund dieses hohen Aktinanteils am ehesten focal adhesions. Diese Aktinadhdsionsfoki waren

meist nur auf einer Seite der Mutantenzellen zu finden.
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3.2.5 Unverinderte Proliferation der Nck-Mutantenzellen

Vor dem Hintergrund der potenten Rolle von ErbB2 in der Pathogenese von malignen Tumoren
liegt es nahe, auch Nrg hinsichtlich dessen pro-mitogener und proliferationsférdernder Wirkung
zu beleuchten. Eine Reihe von Studien mit Hilfe von verschiedenen Methoden und unter
Verwendung von Zellinien mit unterschiedlichem ErbB2-Expressionsniveau haben dies
untersucht (Aguilar et al., 1999; Neve et al., 2002; Stove and Bracke, 2004). Demnach wurde—
mit einigen Ausnahmen—Nrg in humanen Brustkrebszellinien als potenter pro-mitogener und
proliferationsfordernder Faktor identifiziert. Dies trifft besonders zu, wenn jene Zellen ErbB2

tiberexprimieren (Aguilar et al., 1999).

Um die Wirkung von Nrglf in T47D-Zellen zu testen, wurde ein XTT-Proliferationsassay
durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau beruht auf dem Prinzip, dass lebende Zellen XTT zu einem
Farbstoff umsetzen konnen, der wiederum mit einem ELISA-Messgerit detektiert werden kann.
Die exogene Stimulation von T47D-Zellen mit Nrg fithrte nach 24 h zu einer verstirkten

Proliferation der Zellen (Abbildung 24); dieser Effekt war jedoch relativ schwach.

Im Folgenden wurde getestet, ob die mit Nck-Mutanten transfizierten Zellen eine verinderte
Proliferationsantwort auf eine Stimulation mit Nrglf aufweisen. Wie Abbildung 24 darstellt war
dies nicht der Fall und es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Mutanten
transfizierten und den mit gfp-transfizierten Zellen festegestellt werden. Ein Hauptziel dieses
Versuches bestand auflerdem darin, den FEinfluss der Nck-Signalblockade auf die
Lebensfdhigkeit und Proliferation zu testen, denn dies konnte einen FEinfluss auf die
chemotaktische Antwort der Zellen haben. Hierbei verdnderte die Transfektion der Zellen mit
dominant-negativen Mutanten die Proliferationsrate der unstimulierten Zellen gegeniiber den

Kontrollen nicht wesentlich. Dies weist auf eine unveridnderte Lebensfihigkeit der Mutanten hin.
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Abbildung 24: Proliferation von T47D Zellen nach 24h

T47D Zellen wurden mit den verschiedenen Nck-Mutanten oder mit gfp transfiziert oder unberiihrt gelassen;
anschlieBend wurde ein Teil der Zellen mit 1nM Nrg stimuliert. Die Proliferationsrate wurde nach 24h in einem
XTT-Proliferationsassay gemessen. Die Transfektion der Zellen mit den Nck-Mutanten beeinflusste die

Proliferation der Zellen nicht signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe.
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4 Diskussion

4.1  Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte die 1im  Hefe-2-Hybrid Screen neu identifizierte,
phosphorylierungsabhingige Interaktion zwischen der SH2-Domine von Nck2 und ErbB2 in
humanen Zellen durch Uberexpressionsstudien und endogene Koimmunpriizipitation bestitigt
werden. Anhand von Mutationsanalysen wurde gezeigt, dass sowohl Nckl1 als auch Nck?2 eine
essentielle Rolle in durch Nrg-induzierten und von ErbB2-vermittelten Migrationsprozessen in
Brustkrebszellen spielen. Morphologische Studien legten dabei nahe, dass dies auf der Funktion
von Nck-Proteinen in der Regulation des Zytoskeletts wihrend der Zellmigration beruht. Die
Expression von dominant-negativen Mutanten hatte hierbei weder einen Effekt auf die Nrg-
induzierte Proliferation der verwendeten T47D-Brustkrebszellen, noch auf die Aktivierung von

MAPK- und Akt-Signalwegen.

4.2  Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2
4.2.1 Hefe-2-Hybrid Screen und Microarray-Studien

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde von der Arbeitsgruppe Nck2 in einem modifizierten Hefe-2-
Hybrid Screen als ein Interaktionspartner von ErbB2 identifiziert. Anhand des in diesem Screen
eingesetzten Koder-Konstrukts konnten phosphorylierungsabhingige Interaktionspartner des
ErbB2-Rezeptors ausfindig gemacht werden. Dariiber hinaus wurde mittels einer
Mutationsanalyse die direkte Bindungsstelle, ndmlich der Y3-Tyrosinrest von Nck2 am ErbB2R
demaskiert (Keitel et al., 2008). In dieser Arbeit Kkonnte daraufthin diese
phosphorylierungsabhingige Proteininteraktion in menschlichen Zellen in

Uberexpressionsstudien und unter physiologischen Bedingungen bestiitigt werden.

Nck?2 als ein Adaptorprotein ohne katalytische Aktivitit birgt eine SH2-Doméne und drei SH3-
Doménen. Die SH2- und SH3-Doménen sind Interaktionsmodule, die in einer Mannigfaltigkeit
von strukturell und funktionell verschiedenen Signalmolekiilen vorkommen (Pawson, 1995).
Abgesehen von der Terminologie haben SH2- und SH3-Doméinen jedoch keine gemeinsamen
Eigenschaften was ihre Struktur, ihre Bindungseigenschaften und ihre Interaktionspartner betrifft
(Li et al., 2001). SH2-Doménen ermdglichen Komplexe mit Proteinen wie ErbB2 einzugehen,

die Phosphotyrosinreste (pY) enthalten.
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Wihrend diese Arbeit durchgefiihrt wurde, identifizierte eine weitere Studie in einem Protein-
Microarray Screening ebenso Nck2 als einen Interaktionspartner von ErbB2 (Jones et al., 2006).
Dort wurde die Affinitit der Interaktion von Nck2 mit einem Phosphopeptid, das den Y3-Rest
von ErbB2 enthielt, mit einer Kd zwischen 500nM und 1000nM bestimmt (sieche Abbildung 2).
Diese Studie wie auch vorangegangene Hefe-2-Hybrid Screens unserer Arbeitsgruppe fanden
dariiber hinaus auch eine Interaktion von Nckl mit ErbB2 sowie eine Bindung von Nck2 an
ErbB3 (DiCesare, 2001; Jones et al., 2006; Keitel et al., 2008). Die Affinitit von Nck1 an ErbB2
lag jedoch nur bei einer Kd groer 2uM (Jones et al., 2006). Durch die Arbeitsgruppe wurde in
Hefe-2-Hybrid Screens als auch in der Microarray-Studie wurde dariiber hinaus sowohl eine
Interaktion von Nck2 mit ErbB4 wie auch eine schwache Bindung an ErbB3 gefunden, deren
Assoziationskonstanten jedoch niedriger waren als die der Interaktion zwischen Nck2 und ErbB2
(Jones et al., 2006; Keitel et al., 2008). Wie bereits angedeutet, handelt es sich bei dem ErbB-
Signaltransduktionssystem also keinesfalls um lineare Signaltransduktionswege, sondern
vielmehr um ein komplexes, verzweigtes Interaktionsnetzwerk, das neben der mechanischen
Interaktion an sich durch andere Dimensionen wie Zeit, Signalkonkordanz und die
intrazelluldiren Konzentrationen der Interaktionspartner geleitet wird. Da letzteres wie auch die
mechanische Interaktion an sich wesentliche Grofien in diesem System sind, lésst sich durch die
Hefe-2-Hybrid und Microarray-Studien das Bild des Interaktionssystems in groflen Teilen
verschirfen: es ist anzunehmen, dass bei etwa gleichen Konzentrationen von Nckl und Nck2
bevorzugt Nck2 an den ErbB2R bindet. Bei gleicher Rezeptorkonzentration scheint Nck2 den
ErbB2R gegeniiber ErbB3R und ErbB4R als Bindungspartner zu bevorzugen.

Ob es sich bei der Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2 um eine direkte oder indirekte handelt,
ist durch die bisher durchgefiihrten Untersuchungen nicht festzulegen. Nck2 konnte z.B.
zusammen mit anderen Bindungspartnern des Y3-Rests wie Vav2 und Src (DiCesare, 2001) eine
Hierarchie verschiedener Multiproteinkompexe bilden; jeder solcher supramolekularen
Komplexe konnte theoretisch zu einem anderen Effektorsignal fithren. Auch wenn die
Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen eine indirekte Interaktion zwischen Nck2 und
ErbB2 nicht ausschlielen, geben sie einen starken Hinweis darauf, dass Nck2 direkt an den

ErbB2R binden kann.

Alle diese vorausgegangenen Studien untersuchten die Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2
unter vereinfachten Bedingungen. Auch wenn quantitative Interaktionsprofile und screening

Methoden wie zum Beispiel der Hefe-2-Hybrid Screen und die Proteinmicroarraytechnik
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wichtige Basisinformation iiber Proteininteraktionen bereitstellen, kann jedoch kein Modell die
Komplexitit einer humanen Zelle imitieren; die Bestitigung der SH2-pY Interaktion unter
physiologischen Bedingungen ist daher unerlédsslich. So weist das intrazelluldre Milieu in
Saugetierzellen und Hefezellen wesentliche Unterschiede auf. Dariiber hinaus unterliegen
Proteine in Séugetierzellen anderen posttranslationalen Modifikationen als in der Hefe (Alberts
et al., 2002). Die Stabilitit und Spezifitit von Interaktionskomplexen wird obendrein neben den
eigentlichen Interaktionsstellen auch von benachbarten Proteinen der eigentlichen
Interaktionsstelle beeinflusst (Li et al., 2001). Umso wichtiger war es also, die identifizierte

Interaktion in einem menschlichen Zellsystem und unter endogenen Bedingungen zu beleuchten.

4.2.2 Uberrexpressionsstudien

Die Uberexpressionsstudien in HEK293-Zellen eigneten sich fiir den nichsten Schritt der
Charakterisierung der neu identifizierten Interaktion: zum einen handelt es sich um menschliche
Zellen, wodurch Bedingungen hergestellt werden konnten, die dem physiologischen Milieu
ndher kommen. Zum anderen konnte anhand der -eingesetzten TrkA-Konstrukte die
phosphorylierungsabhingige Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2 in einem S#ugetiermodell
verifiziert werden: Eine Interaktion der beiden Proteine fand nur dann statt, wenn der Rezeptor
iber eine intakte Kinasedoméne verfiigte. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bekriftigen die

Annahme, dass ErbB2 mit Nck2 auch in menschlichen Zellen interagiert.

4.2.3 Koimmunprizipitation in untransfizierten T47D Zellen

Nach Bestitigung der in Hefezellen identifizierten Interaktion durch Uberexpressionsstudien
wurde diese dann im Folgenden in untransfizierten in dem in dieser Arbeit verwendeten
Modellsystem, den T47D Brustkrebszellen, mittels Koimmunprézipitation untersucht. T47D
Zellen sind eine fiir diese Fragestellung geeignetes Zellsystem, da sie alle vier Mitglieder der
ErbB-Rezeptorfamilie exprimieren. Das ErbB2-Expressionsniveau der Zellen ist jedoch nicht so
hoch, dass der Rezeptor konstitutionell aktiv ist und er ldsst sich somit mit Nrglf} stimulieren
(Abbildung 9). Ein weiteres Argument fiir die Verwendung einer Brustkrebszellinie mit
mittlerem Rezeptorexpressionsniveau besteht darin, dass ErbB2R bei hoher Konzentration eine
zunehmende Promiskuitét besitzen und somit andere Bindungspartner anziehen (Jones et al.,
2006). Bei hohen ErbB2R Konzentrationen werden deshalb alternative Sekundirsignalwege
angeregt, anstatt dass eine reine Verstirkung der Primirsignalwege stattfindet. Diese sekundiren

Signalproteine konnten zudem in einem cross-talk mit den primédren Signalproteinen eintreten,
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was den Zustand der Zelle weiterhin verdnderte. Vor diesem Hintergrund offerierten T47D
Zellen mit ihrem mittleren ErbB2-Expressionniveau ein geeignetes Modellsystem fiir die

Interaktionsuntersuchungen in untransfizierten Zellen.

Auch hier konnte in diesen Zellen die Interaktion zwischen ErbB2 und Nrg bestitigt werden, die
nach einer Stimulation der Zellen mit Nrglf erheblich verstirkt wurde (Abbildung 10). Wie
bereits beschrieben, induziert Nrglf als extrazelluldrer Bindungspartner der ErbB3- und ErbB4-
Rezeptoren bevorzugt eine Heterodimerisierung mit ErbB2 (Jones et al., 1999) und leitet somit
eine ErbB2-Phosphorylierung ein. Dies unterstreicht auch unter untransfizierten Konditionen die
Phosphorylierungsabhingigkeit der Assoziation. Unter unstimulierten Bedingungen konnte
ebenso eine schwichere Interaktion zwischen ErbB2 und Nck2 detektiert werden (Abbildung
10). Dies ist am ehesten auf die Basalaktivitit des Rezeptors auch unter unstimulierten
Konditionen zuriickzufiihren, die wahrscheinlich auf auto- und parakrinen Loopsignalen beruht
(Hynes and Lane, 2005). Sie konnte aber auch gleichzeitig auf eine relativ hohe

Bindungsaffinitit der beiden Proteine auch unter endogenen Bedingungen hinweisen.

In immunhistologischen Untersuchungen konnte hierbei kein Kolokalisationssignal zwischen
ErbB2 und Nck2 ausgemacht werden. ErbB2 und Nck2 sind jedoch in den gleichen
Zellkompartimenten lokalisiert und eine Interaktion der beiden Proteine kann somit theoretisch
stattfinden. Die Analysen mittels Koimmunprizipitation bieten hierbei jedoch ein exakteres Bild,
da sie die Assoziation der beiden Proteine genauer zu detektieren vermogen (Maier and Deinzer,

2005).

Zusammenfassend konnte die durch die Arbeitsgruppe im Hefesystem ausgemachte
phosphorylierungsabhingige  Interaktion von Nck2 und ErbB2 sowohl durch
Uberexpressionsstudien als auch unter endogenen Bedingungen bestiitigt werden. Diese ist somit

hochstwahrscheinlich von physiologischer Bedeutung in humanen Brustkrebszellen.

4.3 Interaktion zwischen ErbB2 Nck2: biologische Rolle

Nrglp als Aktivator von ErbB2 spielt eine wichtige pathophysiologische Rolle  bei
Mammakarzinomen und induziert die Entwicklung eines aggressiveren Phénotyps in

Brustkrebszellen, was durch Hormonunabhingigkeit,  Antidstrogentherapie-Resistenz,
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verstirktes Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung zum Ausdruck kommt (Tang et al.,
1996; Mazumdar et al., 2001; Atlas et al., 2003; Tsai et al., 2003). Diese Effekte kann Nrg
indirekt durch die Regulation von Genen bewirken, die maligne Progression kontrollieren, oder
auch auf non-genomischem Wege wie zum Beispiel durch die Forderung von Zellmotilitit
(Stove and Bracke, 2004). In Brustkrebszellen kann Nrglf neben der Aktivierung von
intrazelluliren Signalwegen eine Fiille von biologischen Antworten auslosen, wie

Zellproliferation und -differenzierung sowie Apoptose, Migration und Chemotaxis.

SH2/SH3-Adaptorproteine wie die Nck-Proteine vermogen als Mediatoren zwischen
Rezeptorsignalen und solchen intrazelluliren Effektorsignalwegen zu wirken. Ncks sind
einzigartig unter den SH2/SH3 Adaptorproteinen, da sie drei SH3 Dominen enthalten: SH3
Doménen binden PxxP-Motive mit einer nur geringen Affinitit und Selektivitit; letztere konnen
potentiell durch mehrfache separate Interaktionen von verschiedenen SH3-Doménen mit dem
gleichen Bindungspartner verbessert werden (Mayer, 2001). Uber die SH3 Domiinen sind Ncks
mit Proteinen assoziiert, die PxxP-Motive enthalten wie zum Beispiel Paks, PRK2, NAP-1,
NAP4, WASPs, WIP, NIK, und PINCH (Li et al., 2001). SH3-Verbindungen sind oft—anders
als SH2-vermittelte Interaktionen—konstitutiv aktiv (Li et al., 2001). Dabei ist die Anzahl der
Nck-Molekiile in der Zelle wahrscheinlich hoch genug, dass verschiedene Reservoire von
Molekiilen mit unterschiedlichen Downstream-Bindungspartnern wechselwirken und auch
gleiche Rezeptorklassen an verschiedene Nck-Effektorkomplexe binden. Die Mehrzahl dieser
Effektorkomplexe besitzen das Potential, upstream Aktivatoren mit dem Zytoskelett zu

verkoppeln (Li et al., 2001).

Die folgenden Versuchsschritte dieser Arbeit hatten zum Ziel zu untersuchen, ob diese
Effektorsignale von Nrglf in Brustkrebszellen der Interaktion von ErbB2 mit Nck2 zugeordnet
werden konnen. Hierzu wurden dominant-negative Nck2-Mutanten eingesetzt. Sollte diese
Interferenz mit Nck2 als auch die Blockierung des ErbB2-Signalweges Nrglp-induzierte
Signalwege in den untersuchten Zellen auf dhnliche Weise beeinflussen, lieBe dies darauf
schlieBen, dass sowohl das Adaptorprotein als auch der Rezeptor fiir die Weiterleitung des

Signals unerlisslich sind und dass dies somit eine Funktion ihrer Interaktion wire.

59



4.3.1 Expression von dominant-negativen Mutanten

Durch die simultane Untersuchung der Nckl-Mutanten neben den Nck2-Mutanten sollte ein
kompletteres Bild der Rolle der Nck-Proteine im ErbB-Signaltransduktionssystem erstellt
werden. Gleichzeitig konnte hiermit auch getestet werden, ob der beobachtete Mutationseffekt
spezifisch fiir Nck?2 ist: so haben Experimente mit Knock-out Méusen gezeigt, dass Nckl und
Nck?2 eine redundante biologische Funktion haben, denn das Ausschalten von einem der beiden
Gene fiihrte zu keinem manifesten Ausfall. Die gleichzeitige Ausschaltung beider Gene bewirkte
hingegen eine frithe embryonalen Letalitdt und gravierende Defekte in Strukturen mesodermaler
Abstammung (Bladt et al., 2003). Die verwendeten Nck-Mutanten vermodgen entweder die SH2-
oder die SH3-Bindungsstelle zu besetzten. Dies gestattete die Untersuchung beider
Bindungsdoménen der Nck-Proteine. Aufgrund der hohen Strukturanalogie der Nck-Proteine
musste eine unspezifische Blockierung von Nckl und Nck2 Bindungsstellen durch die
verwendeten Mutanten befiirchtet werden. Dies begriindete die anschlieBende Verifikation der in
den Mutantenanalysen extrahierten Ergebnisse durch Untersuchungen mittels siRNA durch die
Arbeitsgruppe; hierbei konnte kein Unterschied zwischen den Ergebnissen dieser Methodik und
den dominant-negativen Mutanten festgestellt werden (Keitel et al., 2008). Dies unterstreicht die
Angemessenheit der verwendeten dominant-negativen Mutanten zur intrazelluldren Blockierung

der Nck-Signalwege.

4.3.2 Migrationsversuche

Die Transformation von Epithelzellen zu invasiven Karzinomzellen umfasst Verdnderungen in
deren Zusammenspiel mit der extrazelluliren Matrix wie dem Verlust normaler epithelialer
Polarisation und Differenzierung sowie deren Umwandlung in einen beweglichen, invasiven
Phinotyp (Menard et al., 2004). ErbB2 spielt eine fundamentale Rolle in der Nrglf-induzierten
Migration von Brustkrebszellen: der Einsatz des ErbB2-Inhibitors resultierte in einer etwa 50-
prozentigen Reduktion der migratorischen Antwort der T47D Brustkrebszellen (Abbildung 17);
eine andere Studie zeigte, dass T47D Zellen, in denen ErbB2 durch einen single-chain
Antikorper im endoplasmatischen Retikulum abgefangen wurden, nach einer Stimulation mit
NrglB unfihig iiber ein basales Niveau hinaus zu migrieren sind (Marone et al., 2004).
Interessanterweise deuten Untersuchungen darauf hin, dass Tyr 1201 (Y3) und Tyr 1227 (Y4),
also unter anderem die identifizierten Bindungsstelle von Nck?2, fiir die Migration dieser Zellen
unerlédsslich sind (Marone et al., 2004). Dies weist darauf hin, dass Tyr 1227 und 1201

Kopplungspunkte fiir Adaptormolekiile darstellen, die an der Regulation des Zytoskeletts
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beteiligt sind; Tyr 1227 und Tyr 1201 scheinen jedoch unterschiedliche Signalkomplexe als
intrazelluldre Vollstrecker zu rekrutieren (Marone et al., 2004). Es gibt eine Reihe von Indizien
dafiir, dass Nck-Proteine grundlegende Rollen in der Reorganisation des Zytoskeletts und in
Migrationsprozessen spielen. So wurde gezeigt, dass alleine die Anreicherung von Nck an der
Membran ausreicht, um eine Neuordnung des Zytoskeletts zu veranlassen (Rivera et al., 2004).
Der erste Hinweis fiir die Verkniipfungsrolle von Nck ergab die Entdeckung, dass Nck/Dock in
Drosophila den Wachstumskonus mit dem intrazelluldren Aktinnetzwerk verkoppelt (Garrity et
al., 1996); die Interaktionen von Ncks mit mannigfaltigen Regulatoren des Aktinzytoskeletts und
ihre molekulare Struktur machen sie zu idealen Kandidaten fiir die Feinabstimmung von
zytoskelletalen Verdnderung und deren Verkniipfung mit Wachstumsrezeptorsignalen. Fiir diese
Arbeit erschien es somit attraktiv, die Rolle der Nck-Proteine in durch ErbB2-vermittelten und

NrglB-induzierten Zellmigrationsprozesse zu durchleuchten.

Transwell-Migrationsassay

Zur Untersuchung von Migrationsvorgingen in kultivierten Zellen stehen mehrere
standardisierte Methoden zur Verfiigung. Die in dieser Arbeit eingesetzte Methode besteht in
einem experimentellen Zwei-Kammer-System, wie es S. Boyden zuerst beschrieben hat
(Boyden, 1962). Diese Versuchsanordnung hat zur Untersuchung der Chemotaxis gegeniiber
anderen Methoden wie dem scratch wound closure assay und den dreidimensionalen
Matrixgelen den Vorteil, dass in diesem System ein definierter Konzentrationsgradient des
Botenstoffs aufgebaut werden kann. Der stérende Einfluss der Zellproliferation ist hier nahezu
ausgeschlossen, da nur die durch die Membran gewanderten Zellen ausgezéhlt werden (Meyer et
al., 2005). Deshalb war fiir diese Arbeit der Boyden Chamber Assay die am besten geeignete

Methode zur Messung der Chemotaxis und Migrationsrate.

Verdnderte Migration der Mutantenzellen

Die Blockade der Weiterleitung des durch NrglpB-induzierten Signals durch die Uberexpression
von dominant-negativen Nckl- und Nck2-Mutanten fiihrte zu einer erheblichen Reduktion der
chemotaktischen Antwort der Brustkrebszellen (Abbildung 17). Diese Ergebnisse sind konsistent
mit einer Reihe anderer Arbeiten, die die Rolle von Nckl und Nck2 in der Chemotaxis im
Hinblick auf andere Stimuli in verschiedenen Zelltypen untersuchten: in embryonalen
Mausfibroblasten (MEF) fiihrte die Ablation von Nckl und Nck2 zu einer verminderten
Migration nach Stimulation mit PDGFB (Rivera et al., 2006). PDGF ist wie Nrglf ein stark
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chemotaktiler Botenstoff; Nckl und Nck2 konnen an verschiedenen pTyr an den PDGFR-
binden. Nck1 und Nck2 spielen in diesem Signalnetzwerk iiber eine SH3-Interaktion mit aPIX,
einem GEF von Rac und Stimulator von Pak1, eine fundamentale Rolle in der Ubermittlung von
PDGF-eingeleiteten Signalen an das Zytoskelett (Chen et al., 2000a; Rivera et al., 2006); durch
das Binden von Nck an den PDGFR wird Pakl an die Membran rekrutiert und stimuliert
(Galisteo et al., 1996).

In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass Nck unerldsslich fiir die Migration von
GefiBendothelzellen (ECs) ist (Master et al., 2001), wobei es auch hier eine durch eine
konstitutive Assoziation iiber die SH3-Domine mit Pak als Bindeglied zwischen Rezeptoren und
Effektoren von Regulatoren der Zellmigration fungiert. Auch in Zellen aus Ovarien chinesischer
Hamster (CHO) war Nck eine Voraussetzung fiir die durch Ephrin-induzierte Zellmigration,
wobei es hier Teil eines Komplexes aus EphB1, Paxillin und FAK bildete (Vindis et al., 2004).
Zusammenfassend scheint also eine positive Korrelation zwischen der Konzentration an

funktionellem Nck1 und Nck2 und der Zellmigration zu bestehen.

Dennoch kann die Ablation von Nck1 auch einen positiven Effekt auf die Zellmigration haben:
so ist die EndothelinA-Rezeptor vermittelte Inhibition der Zellmigration reduziert wenn die
Expression von Nckl reduziert wird (Miyamoto et al., 2004). Diese inhibitorische Wirkung von
Nckl in EndothelinA-Signalprozessen wird durch einen Mechanismus ausgeltst, der die

Suppression der JNK-Aktivitit umfasst (Miyamoto et al., 2004).

In einer anderen Studie wurde beschrieben, dass dominante Nck2-SH2-Mutanten die
Migrationsrate von CHO-Zellen erhohen konnen (Goicoechea et al., 2002). Dies ldsst annehmen,
dass die Rolle von Nck1 und Nck2 in der Zellmigration in verschiedenen Zellsystemen und unter
unterschiedlichen  Stimulationsbedingungen  variieren kann. Aufgrund der hohen
Strukturanalogie von Nckl und Nck2 sowie der partiellen funktionellen Redundanz der Nck-
Proteine ist es umso wichtiger, die spezifische Rolle von Nckl und Nck2 in der Nrglp-
vemittelten Zellmotilitit in Brustkrebszellen zu untersuchen (Bladt et al., 2003). Beide Proteine
erscheinen hierbei fiir eine optimale Nrglf-induzierte Migration von menschlichen T47D-
Brustkrebszellen notwendig, die ein Schliisselprozess in der Krebsmetastasierung ist. Anders als
in der Mausembryogenese haben Nck1 und Nck2 in diesem Prozess keine redundante Funktion
(Bladt et al., 2003), sondern scheinen vielmehr beide fiir eine maximale Migrationsantwort

essentiell (Abbildung 17). Dies steht im FEinklang mit anderen Studien in denen sich
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betridchtliche Einschrinkungen nach der Depletion von nur einem der Nck-Proteine
manifestierte: Die verringerte Expression von Nck?2 alleine vermindert die Zellausdehnung als
wichtigen Schritt der Migration in HELA und Rattenmelanomzellen (Vaynberg et al., 2005;
Yamaguchi et al., 2005). Nck1 ist dahingehend essentiell fiir die EGF-induzierte Ausbildung von
Invadopodien in Rattenmelanomzellen, wobei die Ausdehnungsfihigkeit der Zellen unverindert
blieb (Yamaguchi et al., 2005). Auch in der bereits oben beschriebenen Studie, die die Rolle von
Nck1 und Nck2 in PDGF-Signalwegen erfasste, fiihrte der Versuch, die Migration der Nck1(-/-)-
Nck2(-/-)-Mutanten durch retrovirale Expression von Nckl wiederherzustellen, nur zu einer
Wiederherstellung einer Migrationsrate von 60% gegeniiber den Wildtypzellen (Rivera et al.,
2006). Eine akute Alteration dieser Signalwege scheint in adulten Zellen eine schidlichere
Wirkung zu haben als die chronische Unterdriickung der Signalwege zu einem frithen
embryonalen Zeitpunkt. Hierbei muss natiirlich auch beriicksichtigt werden, dass Organismen

iiber ein weiter reichendes kompensatorisches Potential verfiigen als isolierte Zellinien.

4.3.3 Verinderte Morphologie der Mutantenzellen

Zellmigration ist ein Geschehen, das morphologisch in vier grundlegende Phasen eingeteilt
werden kann: erstens das VorstoBen des fithrenden Zellanteils (Protusion), zweitens die
Adhision an das Substrat, drittens das Nachziehen des hinteren Zellanteils (Retraktion), und
schlieBlich viertens die Deadhision (Pollard and Borisy, 2003). Morphologisch kénnen diesem
Prozess, wie bereits in der Einleitung beschrieben, verschiedene Veridnderungen im Zytoskelett
zugeteilt werden wie sie in Abbildung 3 dargestellt sind. Auf molekularer Ebene ist jeder dieser
Schritte in sich feinabgestimmt und untereinander genau koordiniert, wie es durch das An- und
Ausschalten verschiedener Signalwege zum Ausdruck kommt (Alberts et al., 2002). Angesichts
der verminderten Migrationsrate der Nck2-Mutantenzellen nach 24 h erscheint es schliissig,

diese auf mogliche Alterationen im Aktinzytoskelett zu untersuchen.

Tatsédchlich zeigten die Nck-Mutantenzellen eine verdnderte Aktinumstrukturierung als Antwort
auf eine Stimulation mit Nrglp. Nrglf als chemotaktischer Botenstoff induziert die Bildung fiir
migrierende Zellen typischer zytoskelettaler Strukturen wie Lamellipodia, Filopodia, membrane
ruffles, Aktin stress fibers, focal complexes, sowie focal adhesions (Pollard and Borisy, 2003).
Auch in den in dieser Arbeit untersuchten T47D-Wildtypzellen waren solche Strukturen zu
beobachten (Abbildung 19), wobei das entsprechende Bild recht heterogen erschien und eine

Reihe von Strukturen konkordant zu identifizieren waren.
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Lamellipodien, membrane ruffles

Die in dieser Arbeit untersuchten Nck2-Mutanten schienen hierbei eine verminderte Ausbildung
von Lamellipodien und membrane ruffles aufzuweisen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
Ergebnissen von Studien zur Rolle von Ncks in der embryonalen Mausentwicklung: Fibroblasten
von Nck-Knockoutzellen zeigten ein reduziertes Migrationsverhalten und auch eine verminderte
Organisation sowie Lédnge und Dichte von Lamellipodien (Bladt et al., 2003). Auch in
embyronalen Mausfibroblasten, in denen Nckl oder Nck2 inaktiviert war, wurde eine
verminderte Formation von membrane ruffles nach PDGF-Stimulation festgestellt (Rivera et al.,
2006). Frithere Studien zeigten jedoch auch eine hemmende Wirkung von Nck2 auf die
Lamellipodienbildung nach Stimulation mit PDGF (Chen et al., 2000a). Auch hier ist die Nck-

Funktion offensichtlich wiederum von der Zellart sowie den Stimulationsbedingungen abhiingig.

Filopodien

Interessanterweise erschien die Ausbildung von Filopodien in den Nck2-Mutantenzellen
unveréindert vorhanden (Abbildung 20, 21). Nck2 konnte also in T47D Brustkrebszellen vor
allem an der Ausbildung von Lamellipodien und weniger an der von Filopodien beteiligt sein.
Filopodien und Lamellipodien sind prominente protusive Organellen, die durch
Aktinpolymersisierung ausgestaltet werden. Die Koexistenz von Lamellipodien und Filopodien
in der Zellperipherie wurde in einer Reihe von Arbeiten dokumentiert, auf deren Basis das
convergent elongation-Modell entstand (Svitkina et al., 2003). In diesem Modell wurde
postuliert, dass Filopodien aus dem Gitternetzwerk der Lamellipodien aus spezifischen
Vorléauferstellen hervorgehen, die sich durch eine laterale Translokation und Umwandlung von
Aktinfilamenten bilden. Somit ist eine Kaskade der Filopodienentstehung vorherbestimmt, da
Lamellipodien  upstream von Filopodienausldufern entstehen und deshalb eine
Filopodienformation von der Ausbildung von Lamellipodien abhingig ist (Biyasheva et al.,
2004). Der in den Mutanten-Zellen beobachtete Phinotyp scheint mit diesem Modell zunéchst

nicht iiberein zu stimmen.

Mogliche molekulare Regulation

Betrachtet man jedoch die molekulare Regulation der Prozesse genauer, weisen neuere Studien
darauf hin, dass die Regulation der Lamellipodien- und Filopodienausbildung verschieden sein

konnten (Steffen et al., 2006). Ncks nehmen hierbei einen zentralen Platz in den regulierenden
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Signalwegen ein. Auf der Ebene der Rho-GTPasen, die wiederum downstream wichtige
Regulatoren des Zytoskeletts regulieren, ist bekannt, dass die Rac-Unterfamilie der GTPasen vor
allem fiir das Vorstoen von Lamellipodien verantwortlich ist. Mitglieder der Cdc42-
Unterfamilie sowie Rif (Rho in filopodia) triggern die Ausbildung von Filopodien (Bokoch,
2000; Li et al., 2003; Pellegrin and Mellor, 2005). Die eigentliche Filamentnukleation und -
elongation werden—wie bereits beschriebe—durch molekulare Maschinen wie den Arp2/3-
Komplex katalysiert, die wiederum iiber Regulatoren wie die WASP/WAVE Proteine angeregt
werden, indem diese mit ihrem C-terminalen Ende an den Arp2/3-Komplex andocken. Dieses
Zusammenspiel wird hingegen durch eine Reihe von Regulatoren gesteuert wie zum Beispiel
von Rac/Cdc42/Rho GTPasen, Phosphoinositiden und auch Nck (Fawcett and Pawson, 2000;
Pollard and Borisy, 2003).

WAVE

Der WAVE-Komplex ist hierbei fiir die Lamellipodienbildung von groer Bedeutung. Diese
Annahme wird dadurch untermauert, dass WAVE besonders durch Rac aktiviert werden kann
(Eden et al.,, 2002). Aber auch Ncks spielen ebenso in der WAVE-Aktivierung eine
fundamentale Rolle: WAVE st intrinsisch aktiv und wird von einem Komplex aus fiinf
Proteinen trans-inhibiert (Eden et al., 2002). Nckl bindet mit seiner dritten SH3-Domine an
diesen Komplex und hebt die Hemmung von WAVE auf (Eden et al., 2002), wodurch die VCA-
Bindungsdoméne fiir den Arp2/3-Komplex freigelegt wird. Da gezeigt werden konnte, dass ein
funktioneller WAVE-Komplex zwar unerldsslich fiir die Induktion und Stabilitdt von
Lamellipodien und die Zellmigration ist, nicht jedoch fiir die Bildung von Filopodien, wire die
fundamentale Rolle von Nck in der Aktivierung des Komplexes eine iiberzeugende Erklédrung fiir

den beobachteten Phinotyp der T47D-Zellen.

WASP

An dieser Stelle muss dennoch auch die wichtige Funktion von Nck in der Aktivierung der
WASP-Proteine beriicksichtigt werden, denen eine zentrale Rolle in der Stimulation zur
Filopodienbildung zugesprochen wird. WASP inhibiert sich selbst durch die intramolekulare
Interaktion der GDB-Domine mit dem C-Motiv von VCA (Abbildung 25(Kim et al., 2000).
Diese Autoinhibition kann durch eine Reihe von Aktivatoren wie GTPasen der Rho-Familie,
Phosphoinositiden und SH3-Proteinen wie Ncks aufgehoben werden (Higgs, 2001; Mayer, 2001;
Yin and Janmey, 2003). Membranassoziiertes PIP, und GTP-Cdc42 binden an die Cdc42/Racl
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Interaktionsdoméne (CRIB) und befreien somit die VCA-Domine, die den Arp2/3-Komplex
aktiviert (Pollard and Borisy, 2003). Die SH3-Dominen von Nck docken an die Prolin-reiche
Doméne von N-WASP an und helfen zusétzlich die Autoinhibition von N-WASP aufzuheben,
wobei Nck ein starker Aktivator von N-WASP ist (Carlier and Pantaloni, 1997; Rohatgi et al.,
2001).

Nck und Cdc42 sind funktional redundant, was nahe legt, dass der Nck-Signalweg ein
unabhiéngiger Signalweg in der Kontrolle des N-WASP-Arp2/3-Moduls ist (Rohatgi et al.,
2001). Fiir die Aktivierung von N-WASP durch Nck werden alle 3 SH3-Doméinen des
Adaptorproteins bendotigt; einige von den Nck-Doménen scheinen an der Bindung von N-WASP,

andere an dessen Aktivierung beteiligt zu sein (Rohatgi et al., 2001; Rivera et al., 2004).

Es gibt mehrere Indizien, dass die Nck/W ASP-Interaktion eine Briicke zwischen Tyrosinkinasen
und Aktindynamik schlagen kann. Erstens vermittelt Nck in T-Lymphozyten den phospho-
tyrosin vermittelten Zusammentritt eines Komplexes, der WASP, Nck und SLAP enthilt. In
Aktin-basierten Motilitdtsprozessen des Vaccina Virus koordiniert Nck die Aufstellung eines
Aktinnukleationskomplexes an der viralen Oberfliche, indem es mit der SH2-Domine an ein
Phosphotyrosinrest eines viralen Proteins bindet und mithilfe seiner SH3-Domine N-WASP

rekrutiert (Frischknecht et al., 1999).

Morphologisch scheint, wie bereits angedeutet, N-WASP vor allem fiir die Ausbildung von
spezialisierten vorwolbenden Strukturen wie Filopodien und Invadopodien und eher nicht fiir die
breite vorwolbende Aktivitidt der Zellokomotion verantwortlich zu sein (Snapper et al., 2001;
Yamaguchi et al., 2005). Auch wenn die Rolle von Nck in der N-WASP-Aktivierung zunéchst
schwer mit dem beobachteten Phinotyp iibereinander gebracht werden kann, gibt es doch auch
auf molekularer Ebene plausible alternative Theorien. Andere Studien haben zum Beispiel
gezeigt, dass N-WASP fiir die Filopodienbildung entbehrlich ist und dass somit andere
Signalwege als WASP eine Filopodienbildung induzieren koénnen (Lommel et al., 2001).
Dariiber hinaus konnten alternative Signalwege wie zum Beispiel iiber Grb2 einem
Interaktionspartner von ErbB2 und Aktivator von WASP, den Nck-Verlust hinreichend

kompensieren.
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WASP Abbildung 25: Schematische Darstellung der
Liganden: WP PIP2 Cdc42 Nck2  Actin Arp2/3 WASP-Aktivierung
1 E- l_l | I. 502 WASP ist intrinsisch durch die Interaktion der

Doménen:  EVH1 Basic PxxP  V C A o . .
GTPase binding domain (GBD) mit der C-

Region autoinhibiert. Interaktion der Basic-

OPI?’Z Region, GDB und Prolinreichen-Doméne
CV iiiviorts NAGP (PxxP) mit SH3-Proteinen (Nck), PIP2 und
aktiviertes
Cdc42 befreien die VCA-Domine. Diese
| I i
anl Arp2/3 Komplex interagiert mit Aktinmonomeren und dem
auto-inhibiertes WASP Erp2/3-Komplex zum Ankniipfen von neuen

Aktinfilament-Zweig Zweigen.

Pak

Fiir die verdnderte Migrationsrate der Nck2-Mutanten konnte aulerdem das Zusammenspiel von
Nck mit Pakl von Bedeutung sein, das auch eine wichtige Rolle in der Regulation von fokalen
Adhésionspunkten spielt, die eine Alteration in den Mutantenzellen aufweisen (Bokoch et al.,
1996; Galisteo et al., 1996). Pak ist als Regulator des Aktinzytoskeletts essentiell fiir die
Zellpolaritit und Richtungsangabe wihrend der Zellmigration (Li et al., 2003). Die PAK-
Proteinfamilie, ein Mitglied der Ste20-Kinasen, besteht aus drei fast homologen Untertypen. Pak
liegt in inaktiver Form als Homodimer vor; das Binden von GTP-geladenen Rho-GTPasen wie
Cdc42 und Rac 16st dieses Dimer auf und fiihrt zur Aktivierung des Proteins (Abbildung 26). Zur
vollen Aktivierung muss PAK jedoch an die Zellmembran umgelagert werden, was durch Nck
vermittelt wird (Lu and Mayer, 1999). Eine tragende Rolle von Nck in der Aktivierung von Pak
wird dadurch untermauert, dass die Pak-induzierte Anordnung des Zytoskeletts und die
gerichtete Zellbewegung von dessen N-terminalen Prolin-reichen Sequenz, also der

Bindungsstelle von Nck, abhingt (Sells et al., 1997; Kiosses et al., 1999).

Der Nck-Pak-PIX-Komplex kann dariiber hinaus Zellbewegung dadurch foérdern, dass in dem er
Dynamiken von focal complexes steuert. Hierzu bindet PIX das G-Protein gekoppelte kinase-
interaction protein, GIT1, das mit FAK zusammenwirkt (Zhao et al., 2000). Zusitzlich kann
Paxillin, ein FAK-assoziiertes Protein, einen Komplex von Pak, Nck und PIX iiber eine Leucin-
reiche Sequenz (Paxillin LD Motiv) binden (Turner et al., 1999). Letzteres ist notwendig, um
ILK, eine Ser/Thr-Kinase, die fundamental an Zelladhdsionsprozessen beteiligt ist (Wu, 1999),
an Integrine in Fokalen Adhésionen zu rekrutieren (Nikolopoulos and Turner, 2001). Eine

mogliche Bedeutung von Nck-Pak in der Steuerung von fokalen Adhésionspunkten wird auch
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dadurch untermauert, dass die Interaktion von Pak mit Nck ein dynamisch durch Zelladhision
reguliert wird; dies bedeutet, dass der Pak/Nck-Komplex sich rasch nach dem Ablosen der Zelle

von der Matrix dissoziiert, und nach einer Readhision wiederhergestellt wird (Howe, 2001).

Abbildung 26: Schematische Darstellung
der Rolle von Nck in Pak-Signalwegen

Die Aktivierung von RTK wie ErbB2 fiihrt zur
Rekrutierung von Pak an die Zellmembran tiber
Nck-Proteine. Zusitzlich bindet PIX an Pak
~ und rekrutiert Rho-GTPasen (Rac und Cdc42).

~ Letztere aktivieren Pak und die Regulation des
Zytoskeletts. FAK bindet an Integrine in
» Adhasionspunkten. FAK kann iiber GT1 oder
* Paxillin den Nck/Pak/PIX-Komplex

rekrutieren.

Nck-Proteine und Adhdsionsfoki

Diese Rolle von Ncks in der molekularen Regulation von Adhésionsfoki ist besonders
bemerkenswert vor dem Hintergrund der beobachteten morphologischen Verdnderungen der
T47D Zellmutanten. Die Nck2-Mutanten zeigten neben der verminderten Lamellipodienbildung
Stellen starker Aktinkonzentration, aus denen zumeist Filopodien hervorgingen (Abbildung 19-
22). Auch wenn die exaktere Bestimmung dieser Aktinfoki weitergreifende Untersuchungen
verlangt, konnte aufgrund der Morphologie und der Grof3e der Aktinpunkte postuliert werden,
dass es sich hierbei um focal adhesions handelt. Focal adhesions, die groere und stabilere
Adhésionspunkte umfassen, sind gegeniiber den kleineren und dynamischen focal complexes vor
allem in stationdren Zellen zu finden (Pollard and Borisy, 2003). Dies wiirde auch mit dem
verringerten Migrationsverhalten der Nck-Mutantenzellen iibereinstimmen. Fiir eine bedeutende
Rolle von Ncks in der Regulation von Adhésionsfoki gibt es noch zusétzliche iiberzeugende
Argumente: der Phinotyp der Nck-Knockout-Miuse stimmte weitgehend mit dem von
Fibronektin und FAK-Knockout-Miusen tiiberein, die Hauptbestandteile solcher Komplexe
ausmachen (Bladt et al., 2003). Nck2 kann auBlerdem direkt an phosphoryliertes FAK binden
(Goicoechea et al., 2002) und Nck?2 interagiert mit der LIM4-Doméne von PINCH, einem weit
exprimiertem Protein, das wiederum an ILK bindet. PINCH spielt dabei wie Paxillin eine
fundamentale Rolle in der Steuerung der subzelluliren Kompartementierung von ILK; so ist es

unerlisslich fiir die Rekrutierung von ILK an fokale Adhisionpunkte. Nck2 kann somit als
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Konvergenzpunkt zwischen fokalen Adhésionspunkten und Wachstumsfaktor-Signalwegen
dienen (Tu et al., 1999). Paxillin selber kann unter anderem auch durch Nrglf iiber ErbB2
aktiviert werden, wobei es hierzu an Tyr-31 und Tyr-118 phosphoryliert wird (Schaller, 2001;
Vindis et al., 2004; Kuramochi et al., 2006). Paxillin Mutanten dieser beiden

Phosphorylierungsstellen zeigen ein reduziertes Migrationsverhalten.

Zusammenfassend existieren also eine Reihe von Indizien dafiir, dass Ncks eine wichtige Rolle
in der Steuerung von Aktinadhdsionspunkten spielen (Abbildung 27); dies ist mit dem
beobachteten morphologischen Veridnderungen der T47D-Zellen in Einklang zu bringen. Das
molekulare Korrelat der in den Nck2-Mutanten beobachteten Adhésionsfoki ist nicht abzulesen

und miisste durch weitergehende Untersuchungen genauer bestimmt werden.

Insgesamt besteht fiir die durch Nrglf induzierte und ErbB2 vermittelte verinderte Migration
der Nck-mutierten Brustkrebszellen auf molekularer Ebene eine Reihe von moglichen
Erkldarungsmodellen. Hierbei muss jedoch festgehalten werden, dass solche Erkldrungen rein
hypothetisch bleiben, da FErgebnisse von unterschiedlichen Versuchsbedingungen und
Modellsystemen stammen. Dariiber hinaus sind die Ergebnisse der morphologischen
Untersuchungen aufgrund des rein qualitativen Charakters und der starken Heterogenitit als
prelimindr anzusehen. Trotzdem konnen sie als Hypothese fiir weitergehende morphologische
Untersuchungen dienen und bei der Identifizierung des molekularen Korrelats der verminderten
Migrationsrate der Zellen hilfreich sein. Welches der oben beschriebenen Modelle in den von
uns untersuchten T47D Zellen eine Rolle spielt, verlangt auch hier nach weiteren Studien wie
zum Beispiel der Bestimmung des Aktivierungsniveaus der Schliisselregulatoren wie WASP,
WAVE und Pak. Interessant wire hierbei auBerdem zu untersuchen, ob die Aktivierung der
Aktinpolymerisation durch Ncks unabhingig oder abhingig von kleinen Rho GTPasen

stattfindet.
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Integrine

o Aktinnukleation
Pheng, Lamellipodien Zytcskelett

Filopodien

Abbildung 27: Schematische Zusammenfassung moglicher molekularer Mechanismen der verinderten
Migrationsrate der T47D-Zellen
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4.3.4 Intrazellulire MAPK- und AKT/PKB-Signalwege

Um den molekularen Mechanismus der inhibitorischen Wirkung der Nck-Mutanten auf die
Migration der T47D-Brustkrebszellen néher zu beleuchten, wurde die Aktivierungsrate einiger
Nrg-Haupteffektorsignalwege in den Mutantenzellen untersucht. Nrglf vermag, vermittelt durch
ErbB2, eine Reihe von Signalkaskaden zu aktivieren, wobei in dieser Arbeit die MAPK und
PKB/Akt-Signalgruppen untersucht wurden (Warren and Landgraf, 2006). Sowohl MAPK- als
auch Akt-Signalwege spielen eine zentrale Rolle in der durch ErbB2- und Nrg-induzierten
Onkogenese von Brustkrebszellen: Akt dient als Schaltstelle von FErbB2-vermittelter
Tumorentstehung und Metastasierung; MAPK dient als Agent fiir die durch Nrgl-induzierten

aggressiven Brustkrebsphinotypen (Ju et al., 2007).

Nrglp aktiviert Mitglieder der MAPK-Signalproteinfamilie, die aufgrund unterschiedlicher
Motive innerhalb ihrer Aktivierungsloops in drei Gruppen eingeteilt wird: p42/44MAPK (Erk),
p38MAPK und JNK. MAPK haben wohlbekannte Funktionen in der Zellproliferation,
Onkogenese und Zelldifferenzierung; es gibt jedoch zunehmende Evidenz dafiir, dass diese
Gruppe essentiell fiir die Zellmigration ist. Eine Blockierung dieser Signalwege fiihrt zu einer

verminderten Zellmigration in Brustkrebszellen (Huang et al., 2004; Marone et al., 2004).

Die p42/44 MAPK sind die am ausfiihrlichsten untersuchte Unterklasse der MAPK. Mehrere
Studien haben auch auf ihre Rolle in der Zellmigration hingewiesen: p42/44 MAPK Mutanten
zeigen, dass konstitutiv aktive MAPK die Zellmigration fordern (Klemke et al., 1997; Marone et
al., 2004) In T47D Zellen sind sie dabei essentiell fiir die Weiterleitung von ErbB2-induzierten
promigratorischen Signalen (Marone et al., 2004). Nach Stimulation mit Nrglf§ kommt es in
T47D-Brustkrebszellen zu einem starken Anstieg von MAPK-Aktivitit (Abbildung 14),
wodurch sie angeregt werden, downstream-Ziele wie z.B. die mysoin light chain kinase

(MLCK) und FAK zu phosphorylieren, (Klemke et al., 1997; Liu et al., 2002)

Auch die p38MAPK spielt eine wichtige Rolle in der Zellmigration und ist unerlisslich fiir die
Weiterleitung von promigratorischen ErbB2-Signalen in T47D Brustkrebszellen (Adam et al.,
1998; Marone et al., 2004). Ihre spezifische Rolle im Nrg-Signalsystem scheint dabei die

Vermittlung der Nrg-induzierten Phosphorylierung von Paxillin zu sein (Vadlamudi et al., 1999).
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Auch JNK wird nach Stimulierung mit Nrg in Brustkrebszellen aktiviert (Abbildung 14) und es
wurde in mehreren Zelltypen eine promigratorische Wirkung festgestellt (Huang et al., 2004);
interessant ist hierbei auch, dass viele Signalwege, die die Zellmigration kontrollieren wie zum
Beispiel Rac, FAK und Src, bei JNK zusammenlaufen und JNK durch Proteine wie Pak aktiviert
wird (Almeida et al., 2000). JNK phosphoryliert wiederum mehrere zytoskelett-assoziierte

Proteine wie microtubule associated proteins (MAP) und auch Paxillin (Huang et al., 2004).

Die Akt/PKB Proteinkinasefamilie wurde mit einer Fiille von zelluldren Signalprozessen und mit
Schliisselfunktionen in der Kontrolle des zelluliren Metabolismus sowie von Proliferation und
Apoptose in Verbindung gebracht. Als eines der Hauptziele der PI(3)K hat Akt auch eine
zentrale Steuerfunktion in einer Vielfalt von menschlichen Krebsarten mit Einfliissen auf
Tumorinitiation, -progression und —metastasierung. Im Hinblick auf letzteres dokumentieren
Studien die verschiedensten Rollen von Mitgliedern der Akt-Familie in der Regulation von
Zellbewegung durch Einflussnahme auf verschiedene Regulatoren des Aktinzytoskeletts, auf die
Zellinteraktion mit der extrazelluldren Matrix, auf die Expression von Motilititsgenen und auf
die Zellpolaritit (Stambolic and Woodgett, 2006). Akt/PKB ist hierbei ebenso wie MAPK
essentiell fiir die Migration von T47D-Brustkrebszellen (Marone et al., 2004). Zusammenfassend
schien die Bestimmung des Aktivierungsniveaus dieser Signalwege ein wichtiger Schritt in der
Aufdroselung der Rolle von Nck in ErbB2-vermittelten Signalwegen (Bai and Luoh, 2008; Kim
et al., 2008).

Das Phosphorylierungsniveau der MAPK und der Akt/PKB-Signalwege wurde durch die
dominant-negativen Nck-Mutanten nicht beeinflusst; Ncks scheinen somit keine unentbehrliche
Rolle in der Aktivierung dieser Signalwege in T47D Brustkrebszellen zu spielen. Ncks
vermitteln ihre promigratorische Wirkung somit wahrscheinlich iiber andere Signalkaskaden, die
nicht essentiell fiir eine MAPK/Akt sind. Dies steht im Einklang mit Indizien anderer Arbeiten:
dominant-negative Nck-Konstrukte beeinflussten—im Gegensatz zu Grb2 und Crk—die MAPK
Aktivierung als Antwort auf eine EGF-Stimulation nicht (Tanaka et al., 1995). Im Falle der
Zellmigration und als auf Antwort von Angl wird diese iiber mindestens zwei unabhingige
Signalwege gesteuert: der erste involviert die Aktivitdat von PI3K/Akt und der zweite den Aufbau
eines terndren Dok-Nck-Pak Komplexes sowie eine anschlieBende Aktivierung der Pak-Kinase
(Master et al., 2001). Auch die Uberexpression von Dok als Nck-Bindungspartner kann
Zellbewegung verstéirken, ohne jedoch dabei die Aktivitit der MAPK zu beeinflussen (Noguchi

et al., 1999). Diese Analogien anderer Untersuchungen miissen jedoch mit Vorsicht betrachtet
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werden, da es sich um unterschiedlich Zellsysteme und Zellrezeptoren handelt. Die verminderte
Migration von MAPK/Akt-depletierten Zellen kombiniert mit einer gleich bleibenden
Phosphorylierung der Nck-Mutanten impliziert auch, dass eine MAPK/Akt Aktivierung zwar
eine notwendige, jedoch nicht hinreichende Bedingung fiir eine intakte Zellmigration in T47D

Brustkrebzellen ist.

Diese Schlussfolgerung erscheint nur triftig vor dem Hintergrund der Komplexitit der
molekularen Regulation der Migrationsmaschinerie, die sicherlich eine Reihe unabhingiger
Signalwege zur Steuerung verschiedener Komponenten verlangt. AuBerdem verfiigen
Zellsysteme, und vor allem auch Organismen iiber Kompensationsmechanismen, die den Ausfall
einzelner Signalwege ausgleichen. In vorklinischen Modellversuchen zum Beispiel zeigen
Tumorzellen nach Behandlung mit ErbB-gerichteten Tyrosinkinase-Inhibitoren und Antikorpern
eine schnelle Herunterregulierung der PI3K/AKT-, MAPK-, SRC- und STAT-Signalwege
(Hynes and Lane, 2005). Trotz ihrer klinischen Wirksamkeit konnte dieser Befund in den
eigentlichen Tumorgeweben nicht so stark beobachtet werden wie in den vorklinischen Studien.
Die physiologische und auch therapeutische Bedeutung einzelner Regulationskomplexe sollte
jedoch trotzdem nicht vernachlidssigt werden. In der Krebsentstehung kann bereits die
Abberation eines singuliren Signalweges durch Uberexpression zu einem motilen, invasiven
Phinotyp fithren. Auf der anderen Seite kann ein einziges Protein die Migrationsrate von
Brustkrebszellen erheblich reduzieren. Vor diesem Hintergrund scheint die genaue Untersuchung
der einzelnen Bausteine der Migrations- und Metastasierungssysteme von Krebszellen eine

wichtige Voraussetzung neuer therapeutischer Ansitze.

4.3.5 Proliferation

Nrgl iibt in Brustkrebszellen in vivo eine duale Funktion aus, indem es sowohl Proliferation als
auch Differenzierung induziert (Stove and Bracke, 2004). Ein Verlust dieser Balance durch eine
Verinderung in der Expression von Liganden oder Rezeptoren wirkt somit an Transformation,
Tumorprogression und Metastasierung mit. Diese duale Rolle von Nrgl in vivo wird auch durch
die verschiedenen Effekte auf Brustkrebszellen in vitro deutlich: in einigen Zellsystemen fordert
es Proliferation (Graus-Porta et al., 1995; Aguilar et al., 1999), wohingegen es in anderen zu
einer stiarkeren Differenzierung fiithrt (Marte et al., 1995; Aguilar et al., 1999). In den meisten
Brustkrebszellen jedoch, die ErbBR exprimieren, ist Nrgl ein potenter mitogener Faktor.

Anhand einer Reihe von verschiedenen Assays verschiedenen von Brustkrebszellinien mit
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unterschiedlichen ErbB2-Expressionsniveaus konnte in vitro und in vivo eine klare
wachstumsfordernde Rolle von Nrgl nachgewiesen werden (Lewis et al., 1996; Aguilar et al.,

1999).

Auch in unserer Studie war ein wachstumsfordernder Effekt von Nrglf auf T47D Zellen im
XTT-Proliferationsassay auszumachen (Abbildung 24). Der XTT-Proliferationsassay misst die
metabolische Zellaktivitit und erlaubt neben der Proliferation auch die Bestimmung der
Lebensfihigkeit der Zellen. Diese Eigenschaft machte ihn zur geeigneten Methode fiir unsere
Studie, da somit auch gleichzeitig die Lebensfihigkeit der transfizierten Zellen kontrolliert
werden konnte. Der beobachtete proliferationsfordernde Effekt von Nrglf war relativ schwach
und weitaus geringfiigiger als die beobachtete promigratorische Wirkung. Worauf dieser trotz
des relativ hohen ErbB2-Expressionsniveaus schwache Einfluss zuriickzufiihren ist, bleibt rein
spekulativ; in anderen Studien blieb die mitogene Stimulation exogenen Nrgl weniger
prominent, wenn die Zellen selber schon Nrgl auf autokrine Weise produzierten (Neve et al.,
2002). Im Hinblick auf die Ergebnisse der Migrationsversuche war es jedoch von zentraler
Bedeutung, dass die Lebensfihigkeit der Mutantenzellen gegeniiber den Kontrollen (mit gfp-
Konstrukten transfizierten Zellen) unverdndert blieb, und dass die Transfektion der Nck-
Mutanten keinen Einfluss auf die basale Proliferationsrate der Zellen hat. Letzteres konnte

potentiell eine Verfilschung der im Migrationsversuch detektierten Resultate bewirken.

4.3.6 Das Nrg-ErbB2-Nck-Interaktom-neue therapeutische Ansitze?

Die verschiedenen Ebenen des in dieser Arbeit untersuchten Signalsystems—extrazelluldrer
Ligand (Nrg), Rezeptor (ErbB2) und intrazelluldrer Effektor (Nck)—konnen unabhingig
voneinander ein promigratorisches Potential in menschlichen Krebszellen ausiiben. Die Rolle
von Nrg und ErbB2 in Krebszellen und in der Krebszellmetastasierung wurde bereits in der
Einfiihrung erldutert (siche Abschnitt 1.6). Auch fiir die intrazelluldre Effektorebene gibt es
Indizien fiir dessen Rolle in der Metastasierung von Krebszellen. So ist Nckl wie Cdc42 und
WIP entscheidend fiir die EGF-induzierte Ausbildung von Invadopodien. Letztere sind von
Krebszellen gebildete vertikale Membranausstiilpungen, die extrazelluldre Matrix degradieren
und notwending sind fiir die Durchbrechung der Basalmembran von Blutgefidssen (Chen, 1989;
Condeelis and Segall, 2003). Nck scheint hier ein Ankerprotein zu sein zwischen
Wachstumsrezeptorsignalen und den Regulatoren des Aktinzytoskeletts, die fiir tumorassoziierte

Metastasierungsprozesse verantwortlich sind. Intrazellulidre Partner von Nck in der Regulation
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des Aktinzytoskeletts wie N-WASP, Cdc42, Arp2/3, LIM, Pak und Cofilin sind in kolorektalen
Tumoren und invasiven Brustkrebszellen verstirkt exprimiert (Yanagawa et al., 2001; Wang et

al., 2004; Kumar et al., 2006).

In dieser Arbeit konnte die unabhingige Rolle der Akteure auf verschiedenen Ebenen in
Metastasierungsprozessen von Brustkrebszellen anteilig verkniipft werden, indem gezeigt wurde,
dass Nckl und Nck2 wichtig fiir die durch Nrglf-induzierte und von ErbB2-vermittelte

Migration von menschlichen T47D Brustkrebszellen sind.

Direkte Krebstherapeutika wie Trastuzumab haben aufgrund ihrer hohen Spezifitit und geringen
Nebenwirkungen als ein fester Baustein in der modernen Krebstherapie etabliert. Jedoch sind sie
in ihrer Wirksamkeit limitiert: zum Beispiel spricht nur etwa ein Drittel der Patienten mit ErbB2-
iberexprimierendem Brustkrebs auf eine Behandlung mit Trastuzumab an (Vogel et al., 2002).
Auch vorklinische Studien zeigen, dass ErbB-Liganden die Fihigkeit zur Blockade von
downstream-Signalwegen und Zellproliferation von Trastuzumab umgehen konnen. Dabei gibt
es verschiedene wahrscheinliche Erkldrungen fiir dieses Phidnomen. Zum einen kann
Trastuzumab auf der Rezeptorebene aufgrund seiner Bindung an die ErbB2-II-Domine nicht
daran hindern, Heterodimere einzugehen (Motoyama et al., 2002). Ein weiteres wichtiges
Erkldarungsmodell ist eine von ErbB2 unabhingige, konstitutive Aktivierung von downstream-
Signalwegen. Es wird zum Beispiel angenommen, dass eine stindige Aktivierung des Akt-
Signalweges durch Aberrationen downstream der ErbBR an der Resistenz von Tumorzellen
gegeniiber Trastuzumab beteiligt ist. So sind die Aktivierung von Akt oder auch eine
verminderte Funktion von PTEN, einem negativen Regulator von PI3K, Ursachen fiir die

Therapieresistenz von Tumorzellen sind (She et al., 2003).

Es scheint also wichtig, zum einen Krebsarten neben dem ErbB2-Status auch auf die Aktivierung
und Expression selektiver downstream-Aktivatoren zu untersuchen. Zum anderen, und gerade
auch weil zunehmend deutlich wird, dass das ErtbBR-System kein starres Signalsystem, sondern
ein dynamisch-moduliertes Netzwerk ist, kann eine detaillierte Untersuchung von spezifischen
downstream-Signalwegen wertvolle Ansitze fiir neue Therapeutika bieten. Im Falle der Rho-
GTPasen sind solche Inhibitoren bereits identifiziert: ein spezifischer Inhibitor des RhoA-
Effektormolekiils Rho-kinase (ROK) zeigte anti-metastasierende Aktivitdt in vivo (Fritz and

Kaina, 2006).
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Auch Nck-Proteine konnten wertvolle Ansitze in der Krebstherapie bieten. Uber ihre
vielzdhligen Interaktionspartner arbeiten Nck-Proteine als Verkniipfungspunkte der
Regulationsmaschinerie des Zytoskeletts, indem sie upstream-Signale von Rezeptoren wie RTKs
mit downstream-Effektoren verkniipfen. Aufgrund der wichtigen Rolle solcher Adaptorproteine
in Krebszellen ist anzunehmen, dass detaillierte strukturelle und funktionale Untersuchungen zur
Interaktion zwischen den einzelnen Partnern wichtige Informationen zur Entwicklung neuer
Therapeutika bereitstellen konnten. FEin wichtiger limitierender Faktor fiir Ncks als
therapeutisches Target sind deren weit reichende Expression und Funktion, wodurch eine
tumorspezifische Wirkung verhindert wird. Als ubiquitidr exprimiertes Adaptormolekiil arbeitet
Nck auf kombinatorische Weise mit Proteinen zusammen, die selektiv in unterschiedlichen
Geweben exprimiert werden, wodurch in vivo spezifische ausgetiiftelte Aktin-basierte
Regulationssysteme zelluldrer Prozesse erreicht werden. Ein moglicher Ansatzpunkt Nck-
basierter Therapeutika konnte somit auf der Blockade von Interaktionen von Ncks mit
spezifischen Effektormolekiilen bestehen. So konnte zum Beispiel ein Peptid entwickelt werden,
das die Interaktionsstelle von Nck an Pak blockiert und sowohl Zellmigration als auch

Angiogenese inhibiert (Kiosses et al., 2002).
Insgesamt sind Inhibitoren von Nck in der Krebstherapie noch weitgehend unerforscht und

weiterreichende Untersuchungen der Funktion von Nck in Krebszellen bilden ein attraktives Feld

zur Identifizierung von neuen Ansitzen fiir Krebstherapeutika.
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5 Zusammenfassung

Die ErbB-Rezeptortyrosinkinasen (ErbBR) setzten sich aus einer Gruppe von vier
strukturverwandten Mitgliedern zusammen: dem epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor,
ErbB2, ErbB3 und ErbB4. ErbBR spielen in einer Vielzahl von zelluliren Prozessen wie
Proliferation, Differenzierung und Umstrukturierungsprozessen im Zytoskelett eine Rolle.
Dariiber hinaus sind sie in einer Reihe von epithelialen Tumoren iiberexprimiert. Insbesondere
ErbB2 ist aufgrund dieser Eigenschaften zunehmende klinische Aufmerksamkeit in der
Krebstherapie und -diagnostik gewidmet worden. Vor allem in der Behandlung von Brustkrebs
haben ErbB2-basierte Therapeutika einen festen Platz eingenommen. ErbB2 wird durch
Neuregulin-1B (Nrglf) aktiviert, indem letzteres eine Heterodimerisierung des Rezeptors mit
ErbB3 und ErbB4 auslost. In Brustkrebszellen induziert Nrglf eine Reihe zelluldrer Effekte, wie
z.B. Proliferation und Migration. Durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde das SH2-SH3-
Adaptormolekiil Nck2 als intrazellulirer Bindungspartner von ErbB2 ausgemacht. In dieser
Arbeit konnte die Interaktion zwischen der SH2-Domine von Nck2 und ErbB2 in humanen
Zellen durch Uberexpressionsstudien und endogene Koimmunprizipitation in Brustkrebszellen
bestitigt werden. Anhand von Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dass sowohl Nckl als
auch Nck2 eine essentielle Rolle in durch Nrg-induzierten und der ErbB2-vermittelten
Migrationsprozessen in T47D Brustkrebszellen spielen. Morphologische Studien legten dabei
nahe, dass dies auf der Funktion von Nck-Proteinen in der Regulation des Zytoskeletts wihrend
der Zellmigration beruht. Die Expression von dominant-negativen Nck-Mutanten hatte hierbei
weder einen Effekt auf die Nrg-induzierte Proliferation der verwendeten Brustkrebszellen, noch
auf die Aktivierung von MAPK- und Akt-Signalwegen. Die verschiedenen Ebenen untersuchten
Signalsystems, extrazelluldirer Ligand (Nrg), Rezeptor (ErbB2) und intrazelluldrer Effektor
(Nck), konnten unabhingig voneinander ein promigratorisches Signal in menschlichen
Brustkrebszellen auslosen.  In dieser Arbeit konnten diese unabhidngigen Akteure in
Metastasierungsprozessen von Brustkrebszellen zum Teil verkniipft werden, indem gezeigt
wurde, dass Nck1 und Nck?2 essentiell fiir die durch Nrglp-induzierte und von ErbB2-vermittelte

Migration von menschlichen T47D Brustkrebszellen ist.
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