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Einleitung

1. Einleitung

Das humane Mammakarzinom stellt in der Europdischdnion die haufigste
Krebserkrankung innerhalb der weiblichen Bevolkerdiar. Statistisch ist festzuhalten, dass
jede vierte Krebserkrankung bei Frauen im Brustdgmmentsteht und dass jede zehnte Frau
im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt. lwaeeinem Drittel der Félle endet die
Krankheit tédlich. Insgesamt werden in der Eurog@® Union jahrlich ca. 250.000
Neuerkrankungen diagnostiziert, wahrend etwa 70.08@wuen jahrlich an einem
Mammakarzinom sterben. Das Erkrankungsrisiko stdagtei mit zunehmendem Alter —
besonders ab dem vierten Lebensjahrzehnt — alloiébh. Die Haufigkeit dieser Krebsform
hat in Europa in den letzten 20 Jahren im Ganzgermummen.

In vielen Fallen kann durch einen chirurgischengifh oder durch die Verabreichung
zytostatischer Agenzien eine Heilung der Patiertinerzielt werden. Bei malignen Tumoren
hingegen ist eine wirksame Therapie h&aufig nichhmmadglich, da sich diese durch ein
infiltratives und destruktives Wachstum in umliederGewebe hinein auszeichnen und fahig
sind, in weiter entfernt liegenden Organen Meta&stazmu bilden. Die meisten Patientinnen
sterben letztlich an den Folgen der Metastasentgdu

Obwohl durch den technologischen Fortschritt in deralytischen und diagnostischen
Verfahren der Lebenswissenschaften insbesond@enimetzten zwei Dekaden eine Flle von
neuen Ergebnissen erzielt wurde, die sehr zum ts3erstandnis der Krebserkrankungen
beigetragen haben, blieb der unmittelbare theregmwg Nutzen fir die Patientinnen eher
gering. Eine weitere Erforschung der molekularen ciMmismen und zellularen
Zusammenhange, die der Entstehung und Progressien Krebserkrankung zu Grunde
liegen, ist daher zwingend notwendig.

Ziel dieser Doktorarbeit war es deshalb, neue Makamzenom-assoziierte Gene zu
identifizieren und funktionell zu charakterisierddie entsprechenden Genprodukte kdnnten
maogliche neue Zielstrukturen fir innovative therasehe Ansatze zur Behandlung von

Patientinnen mit Mammakarzinom darstellen.
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1.1. Das Sequenzmodell der Krebsentstehung

Krebs ist eine Erkrankung, die auf der Ansammluegsehiedener genetischer Defekte in
zuvor normalen Korperzellen beruht. Tumore wachdenal, das heil3t sie entstehen aus
einer einzelnen entarteten Zelle. Erworbene Eidaaften der Tumorzellen werden von der
Mutterzelle an die Tochterzellen vererbt. Die Anfludig zusatzlicher genetischer Defekte in
einzelnen Zellklonen sorgt in einem mehrstufigewzBss dafir, dass normale Zellen zu
einem hochmalignen Derivat transformiert werden.ur@tage dieser Theorie der
Krebsentwicklung waren detaillierte Beobachtungemmbkolorektalen Karzinom [Vogelstein
und Kinzler, 1993]. Die beobachteten Veranderurgdgsn Genoms reichen dabei von simplen
Punktmutationen bis hin zum Verlust ganzer Chromuso [Kinzler und Vogelstein, 1996].
Diese krebsrelevanten genetischen Veranderungemerfuletztlich zu einer Deregulierung
beziehungsweise Mutation von Tumor-assoziierten eBerGene, die eine Zellentartung
vermitteln, lassen sich sehr generell in Onkogemie mit einem dominanten
Funktionsgewinn assoziiert sind, und in rezessivkevide Tumorsuppressorgene, deren
Funktion in der Tumorigenese verloren geht, unteegten.

Im weiteren Verlauf der Tumorprogression beobachtiah Veranderungen bei Genen, die
unter anderem mit Zelladhdsion, Apoptose und Angiege assoziiert sind. Diese
genetischen Veranderungen ermdglichen den Tumereelhe Ausbreitung im Kdrper. Auch
wenn die stetig wachsende Zahl der bekannten Twasswziierten Gene eine kaum
Uberschaubare Fulle genotypischer Unterschiedmakgnen Zellen hervorbringt, beobachtet
man dennoch, dass die Tumor-assoziierten Gene fjehadieselben zellphysiologischen
Mechanismen involviert sind. In einer wegweisend@mbeit wird postuliert, dass
Tumorzellen im Laufe der Tumorigenese sukzessiviggdens eine genetische Alteration in
sechs essentiellen Bereichen der Zellphysiologwedyen muissen, um den malignen
Phanotyp entwickeln zu kénnen [Hanahan und Weink20®Q0]. Dabei stellt jede in einem
dieser physiologischen Vorgange neu erworbene hdutatuch die Uberwindung einer der
korpereigenen Schutzmechanismen dar, die die Entarton Zellen verhindern sollen. Bei
diesen sechs Mechanismen handelt es sich um diebhdngigkeit von externen
Wachstumsstimuli, die Insensitivitat fur antiprelifitive Signale, die Resistenz gegenuber
Apoptose, ein unlimitiertes proliferatives Potehtdie Induktion von Angiogenese sowie die
Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung (vergieidbb. 1). Im Folgenden wird die
Bedeutung dieser Mechanismen fur die Entartung Zellen anhand von reprasentativen

Beispielen Tumor-assoziierter Gene diskutiert.
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Zellphysiologischer Mechanismus Beispiel einer genetischen Alteration
“ Unabhéngigkeit von externen Wachstumsstimuli Aktivierung des H-Ras-Onkogens
|:L|:|:I' Insensitivitét fur antiproliferative Signale Verlust des Rb-Proteins
I"I Immunité gegenlber Apoptose Aktivierung des BCL-2-Onkogens
E Unlimitiertes replikatives Potential Aktivierung der Telomerase
m Induktion von Angiogenese Sekretion von VEGF
u Invasion und Metastasierung Verlust von E-Cadherin
L E E3 (3
iE K F3 EX (W LA
Fd Kl E3 3 LA >, Krebs
Sl N NWH v
I % E3 Ll P

Abb. 1: Fir die vollstandige Entartung von Tumorzelen sind mindestens sechs genetische Alterationem i
verschiedenen Mechanismen der Zellphysiologie nétigdanchmal wirkt sich die Mutation eines Gens
auch auf zwei der gezeigten Mechanismen aus. WeiterErlauterung im Text [nach Hanahan und
Weinberg, 2000].

1.1.1. Unabhangigkeit von externen Wachstumsstimiul

Die erworbene Autonomie gegeniber extrazellulareschgtumsstimuli war der erste der
essentiellen zellbiologischen Mechanismen, bei dexie unmittelbarer Zusammenhang zur
Krebsentstehung gezeigt wurde. Die ersten Onkogeieejiberhaupt identifiziert wurden,
sind an diesem Prozess beteiligt [Weiss et al.7[L9h normalen Zellverband bendétigt eine
Zelle mitogene Wachstumssignale, bevor sie ausGddPhase in einen neuen Zellzyklus
eintreten kann [Massaqué, 2004]. Diese extrazedluldWachstumssignale werden von
Rezeptoren wahrgenommen, die jeweils eine speladisklasse von Signalmolekilen
erkennen kénnen. Man unterscheidet bei den exluééren Stimuli zwischen sekretorischen
Wachstumsfaktoren, extrazellularen Matrix-Kompoeentund Zell-Zell-, Adhé&sions-
beziehungsweise Interaktionsproteinen. Unter n@madlmstanden kann eine somatische
Zelle bei Abwesenheit dieser externen Stimuli npiatiferieren.

Die Expression eines Onkogens kann die Unabhéanigigian den externen Signalen
prinzipiell auf drei unterschiedliche Arten bewirkeErstens kann die Tumorzelle eigene

3
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Wachstumsfaktoren produzieren, die die zelleigdRezreptoren stimulieren. Diesen Vorgang
bezeichnet man als autokrine Wachstumsstimulatideldin und Westermark, 1999].

Zweitens kann durch die Uberexpression eines Gimréinrezeptors eine Hypersensitivitat
fur die vorhandenen Wachstumssignale entstehen. Meobachtet eine solche

Uberexpression von Tyrosinkinase-Rezeptoren inreWielzahl von Tumorentitaten. So

findet man in Brusttumoren beispielsweise haufitediberexpression der EGF- und HER2-
Rezeptoren [Zaczek et al., 2005]. Mutationen, die e@mer strukturellen Verdnderung der
Rezeptoren oder deren nachgeschalteten Signalpeateginhergehen, kdénnen zu einer
konstitutiven Aktivierung ihrer Signalkaskade fumreln einem solchen Fall werden

Wachstumssignale ohne einen extrazellularen Stsnetzeugt [Riese et al., 2007]. Drittens
beobachtet man in Krebszellen haufig eine Dereguig der Integrinexpression. Integrine
sind Transmembran-Rezeptoren, mit denen sich Zelklen die makromolekularen

Verbindungen der extrazellularen Matrix (ECM) aribaf Diese Proteine sind intrazellular an
das Zytoskelett und dessen Signalkaskaden gekoppalich Mutationen der Integrine

kénnen so artifizielle Wachstumssignale erzeugteefLukashev und Werb, 1998].

1.1.2. Insensitivitat flr anti-proliferative Signale

Um in einen neuen Zellzyklus eintreten zu konnemht eine einseitige Stimulierung mit
mitogenen Wachstumssignalen jedoch nicht aus. Digeaommenen Wachstumssignale
werden vielmehr in der Zelle integriert und gegenh-proliferative Signale abgewogen. Die
Mechanismen der Wachstumsinhibition dienen der daffterhaltung der zellularen
Homeostase und verhindern einen vorschnellen Eimriden Zellzyklus [Massagué, 2004].
Diese wachstumsinhibierenden Signale bestehen dabdoslichen Faktoren oder sind in der
ECM oder auf benachbarten Zellen immobilisiert. Ber intrazellularen Verarbeitung dieser
Signale spielt das Rb-Tumorsuppressor-Protein eargrale Rolle [Classon und Harlow,
2002; Hatakeyama und Weinberg, 1995]. Der Funktierigst dieses Proteins erlaubt eine
ungeregelte Passage in dig-Fhase des Zellzyklus. Viele Tumore verlieren auloh
Eigenschaft, TGE-Rezeptoren beziehungsweise deren nachgeschaligtal@Boteine zu
exprimieren, wodurch der anti-proliferative  Signalyy der vom I6slichen
Wachstumsinhibitor TGFausgeht, blockiert wird [Siegel und Massaguée, 2003
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1.1.3. Resistenz gegeniber Apoptose

Tumorzellpopulationen koénnen ihre Zellzahl nicht r ndurch einen Anstieg ihrer
Proliferationsrate erhdhen. Eine erworbene Resggegeniber dem programmierten Zelltod,
der als Apoptose bezeichnet wird, fihrt auch ziereirAnstieg der Zellzahl [Danial und
Korsmeyer, 2004]. So findet man in Tumorzellen efielzahl genetischer Alterationen bei
Apoptose-assoziierten Proteinen. Mechanistisch rectieidet man bei diesen Proteinen
zwischen Sensoren und Effektoren der Apoptose. Bashtigste intrazellulare pro-
apoptotische Signal besteht in der Freisetzung @gtochrom C aus der mitochondrialen
Membran [Green, 2005]. Ein wichtiger Sensor furazellulare pro-apoptotische Signale ist
der FAS-Rezeptor. In Tumorzellen findet man hafigtationen bei diesem Rezeptor und
den nachgeschalteten Signalproteinen der Bcl-Prfatmilie [Lee und Ferguson, 2003; Heiser
et al, 2004]. Die zentralen Effektoren der Apoptseisel die beiden Proteasen Caspase-8 und -
9 [Green, 2005], die nach ihrer Aktivierung proigisich andere Caspasen aktivieren und so
das Apoptoseprogramm auslosen.

Das Apoptoseprogramm ist latent in jeder Korpeezalhgeschaltet. Unter physiologischen
Bedingungen kommt es jedoch nur zur Ausflihrung edieBrogramms, wenn sich das
Gleichgewicht von pro-apoptotischen Signalen unérgbenssignalen zu Gunsten der pro-
apototischen Signale verschiebt. So kommt es |lsspeise bei massiven DNA-
Schadigungen zur Initiation der Apoptose. Eine id@tRolle kommt hier dem p53-Protein
zu [Aylon und Oren, 2007]. Bei diesem als SensordNA-Schaden fungierenden Protein
beobachtet man bei etwa der Halfte der menschlidhenore Mutationen [Harris, 1996].
Die durch Apoptose vermittelte Eliminierung von [2al die DNA-Schaden erworben haben,
stellt einen grundlegenden Schutzmechanismus veor Zé#lentartung dar. Fehlt dieser
Mechanismus, kommt es zwangslaufig zur Akkumuligrumon DNA-Schéaden, die

ungehindert von Mutter- an Tochterzellen vererbtdea.

1.1.4. Unlimitiertes replikatives Potential

Auch wenn Tumorzellen Autonomie gegentber Wachsstimsali und anti-proliferativen
Signalen sowie eine Resistenz gegen Apoptose eemorkhaben, bleibt ihr
Proliferationspotential eingeschrankt. Die Anzahér dZellteilungen ist bei normalen
somatischen Zellen auf 60-70 begrenzt [Finkel e28l07]. Diese beobachtete Restriktion der
Proliferationskapazitat beruht auf einer sukzessiMerkiurzung der Telomere bei jeder
erfolgten Zellteilung. In Keimzellen und schnell eiigenden somatischen Zellen — etwa

Stammzellen — synthetisiert die Telomerase, beiedesich um eine Reverse Transkriptase
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mit eigener sogenannter ,Template“-RNA handelt,megpetitive DNA-Sequenzen an den
Telomerenden. Da in den meisten somatischen Zddkne Telomerase exprimiert ist,
verkirzen sich die Telomere bei jedem Zellzyklu@cN dem vollstandigen Verlust der
Telomere fusionieren die Chromosomen an ihren Enabeindie Zelle stirbt ab [Cech, 2004].
In allen malignen Zellen ist hingegen die Aufrechtdtung der Telomerlangen zu beobachten
[Shay and Bacchetti, 1997]. Dies gelingt 85-90 Brndzler Tumorzellen durch eine Induktion
der Telomeraseexpression [Bryan und Cech, 1999].r&sliche Anteil an Tumorzellen hat
einen alternativen Mechanismus zur Aufrechterhglturer Telomerlangen entwickelt,
welcher als ALT bezeichnet wird und auf einem iciteomosomalen homologen Austausch
von Sequenzinformation beruht [Neumann und Red@802]. Beide Mechanismen
ermoglichen den Tumorzellen, eine unbegrenzte Anzabn Nachkommenzellen

hervorzubringen.

1.1.5. Induktion von Angiogenese

Sowohl primare als auch sekundare Tumore benétigan Wachstum neue Blutgefalie. Bei
fehlender Blutversorgung kann ein Tumor nicht Uleare Groéf3e von zwei Millimeter
Durchmesser hinaus wachsen. Zu diesem Zeitpunkerhaich die Zellproliferation im
Randbereich und das Absterben der Zellen auf Gummbreichender Nahrstoffzufuhr im
Inneren des Tumors in etwa die Waage [Folkman, Haan, 1991]. Allerdings induzieren
die meisten Tumore die Bildung neuer Blutgefal3e,d#in Tumor infiltrieren und ernahren.
Diesen Vorgang bezeichnet man als Angiogenese AD@ogenese lasst sich in definierte
Schritte unterteilen [Bergers und Benjamin, 20@8n Abbau der die Blutgefalie umgebenen
Basallamina, die Einwanderung von Endothelzellerd wsthlie3lich die Teilung der
invadierten Endothelzellen. Dieser Ablauf fuhrtlgsBlich zur Neubildung eines Blutgefalies.
Viele Tumore sezernieren angiogene Substanzen wel@nlassen die sie umgebenden
Stromazellen zur Synthese und Sekretion angiogstwekile, wie zum Beispiel FGF1/2
und VEGF [Bergers und Benjamin, 2003; Veikkola udalo, 1999]. Die neuen Blutgefal3e
erndhren den wachsenden Tumor, erméglichen dessggroBerung und erhdhen die
Wahrscheinlichkeit, dass sich zuséatzliche schadlidutationen ereignen. Zudem erleichtert

die unmittelbare Néahe von BlutgefaRen zu Tumornalieren Metastasierung.

1.1.6. Metastasierung
Der hochspezifische mehrstufige Prozess der Tuntastasierung beginnt mit dem Verlust
homotypischer Zell-Zell-Adh&sion epithelialer Zellem Gewebsverband und der Invasion

besonders motiler Tumorzellen durch die Basalmemlmad das umgebende Stroma des
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Primatumors. Tumorzellen, die beginnen umliegende/€be zu invasieren, zeigen stets eine
verminderte interzellulare Adhé&sion. In vielen Eéllverlieren sie dabei die E-Cadherin-
vermittelte Adhasion zu ihren Nachbarzellen. Dokotisgte Mechanismen sind in diesem
Zusammenhang ein epigenetisches Ausschalten deradBe@in-Expression und ein
proteolytischer Abbau des Proteins [Cavallaro et 2002]. Auch kann die E-Cadherin-
Expression durch das Durchlaufen einer epitheliale@senchymalen Transition (EMT)
unterbunden werden.

FUr den Eintritt in benachbarte Gewebe ist dievakEortbewegung der malignen Zellen eine
Grundvoraussetzung. Die Migration erfordert eingmaimischen Umbau des Zytoskeletts,
Zell-Matrix-Interaktionen und lokale Proteolyse zukbbau fokaler Adhasionsstellen [Wolf
und Friedl, 2006]. Im Zuge dessen findet man vgdaetische Alterationen bei den kleinen
GTPasen Rho, Cdc42 und Rac, die diese zellularegdvige kontrollieren. Fir maligne
Zellen stellt die Basalmembran eine mechanischeriddar dar, die nur durch einen
enzymatischen Abbau Gberwunden werden kann. Higfidie Aktivitat der extrazellularen
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) von zentraler Betleng [Liotta und Kohn, 2001]. Als
Nebeneffekt der MMP-Aktivierung kann es durch pobggschen Abbau zur Freisetzung von
wachstumsstimulierenden Faktoren aus der ECM konj@eerall und Kleinfeld, 2006].

Die weitere Ausbreitung der Tumorzellen erfolgt remtweder Uber das Lymph- oder das
Blutsystem. Die lymphogene und die hAmatogene Bisgserung versteht man als biologisch
getrennte Vorgange [Pantel und Brakenhoff, 2004un@lage fir diese Annahme sind die
genetischen Signaturen disseminierter TumorzeWolfle et al. 2003; Van’'t Veer et al.,
2002]. Bei der hamatogenen Disseminierung tretemdreellen direkt in die an den Tumor
grenzenden Blutgefal3e ein. Sie kdonnen, wenn sie mlgyaikalischen und physiologischen
Stress widerstehen, der durch die hamodynamiscbkherigéafte und die Zytotoxizitat des
Immunsystems auf sie einwirkt, nach dem Austritts adem GefaRsystem primare
Fernmetastasen bilden [Chambers et al., 2002]. éhesgd von derartigen primaren
Fernmetastasen konnen Tumorzellen durch eine wehé@matogene Disseminierung zu
anderen Organen gelangen, um dort sekundare Mstastal bilden. Bei der lymphogenen
Disseminierung erfolgt zunachst eine lokal begrer2ésiedelung eines dem Primartumor
benachbarten Lymphknotens [Cao, 2005]. Die Tumtazedind in diesem Stadium nicht in
der Lage, durch das BlutgefaRsystem zu entferntegar@n zu gelangen [Pantel und
Brakenhoff, 2004] und bilden daher eine auf den plgkmoten beschrankte Metastase. In

einem spateren Stadium der malignen Progressiangah einzelne Zellklone die Fahigkeit,
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Uber das BlutgefaRsystem entfernte Organe zu ledsiedd dort primare Fernmetastasen zu
bilden (Abb. 2).

Priméartumor lymphatische

Disseminierung

hdmatogene
Disseminierung

sekundare
Fernmetastase

priméare
Fernmetastase

Abb. 2: Tumorzellen kdnnen vom Primartumor durch hdmatogene Disseminierung (blaue Pfeile) oder
lymphogene Disseminierung (rote Pfeile) zu sekundén Organen gelangen. Ausgehend von einer soliden
Fernmetastase konnen Tumorzellen durch eine weiterehdmatogene Disseminierung sekundéare
Fernmetastasen bilden (schwarze Pfeile). Weitere BEuterungen im Text [nach Pantel und Brakenhoff,
2004].

Bei einer Krebserkrankung kann sich die hAmatod@@aseminierung bereits in einem friihen
Stadium vollziehen [Pantel et al., 2008]. Bei vhisdenen Tumorentitaten kénnen bereits
Jahre vor dem Nachweis einer soliden Metastaselema umorzellen im Knochenmark und
im Blut von Krebspatienten nachgewiesen werdentgtan al., 2008]. Die Existenz einzelner
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark wird adsmimale residuale Krebserkrankung
(MRD) bezeichnet. Beim Mammakarzinom ist ein Nacisweer MRD ein unabhangiger
Prognosefaktor fir ein kiirzeres rezidivireies adirund eine kiirzere Gesamtiiberlebenszeit
[Braun et al.,, 2005; Janni et al., 2005]. Der gedl®eil der disseminierten Zellen ist im
weiteren Verlauf der Krebserkrankung jedoch niamtder Lage, zu soliden Metastasen
auszuwachsen. Daher nimmt man an, dass der UbemndegAnteil der disseminierten Zellen

nicht zu einem Wiedereintritt in den Zellzyklus der Lage ist und in einer Phase der
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Seneszenz verweilt, die man als Dormanz bezeid#wgtirre-Ghiso, 2007]. Die Faktoren,
die die Uberwindung der Dormanz bewirken und zudBig einer soliden Metastase fiihren,
sind bisher nicht bekannt und Gegenstand intengigeschungen. In einigen Studien konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Mikroumgebung dssethinierten Tumorzellen einen
wachstumsinhibitorischen Effekt auf die dissemiteierTumorzellen haben kann [Chambers
et al., 2002; Solakoglu et al., 2002].

1.2. Wundheilung und Krebs

Bei der bisherigen Beschreibung der Tumorprogresgiarden nur die Eigenschaften der
Tumorzellen diskutiert. Dies ist eine vereinfacB&trachtung der Krebserkrankung, weil das
den Tumor umgebende Stroma ein elementarer Besthdds neu gebildeten Krebsgewebes
ist. Die Stromazellen bilden durch ihre funktioeelAssoziation zusammen mit den
Tumorzellen eine Art neues Organ, das im Laufe mhalignen Progression standigen
Veranderungen unterworfen ist [Bissel und Radi2@01]. Die Zellen des Tumorstromas
kénnen dabei suppressiv auf die malignen Zellewieken, aber auch das Tumorwachstum
fordern [TIsty und Hein, 2001]. Bereits im Jahr 38@achte der deutsche Pathologe Rudolf
Virchow die Beobachtung, dass die Beschaffenheit Tdenorstomas dem Erscheinungsbild
von Entzindungsreaktionen bzw. Wundheilungsproresbaelt. Er postulierte deshalb, dass
Krebs als Folge chronischer Entzindungen auftriiie Rolle des Stromas fur
Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung ist heeit Gegenstand intensiver
tumorbiologischer Forschung [Bissell und Radisi§0.

Die physiologisch ablaufende Kaskade der Wundhgilshdurch eine Entziindungsreaktion
mit nachfolgender Neubildung von Gewebe gekennmeiciDas neu gebildete Gewebe wird
anschlieBend zur Rekonstruktion der verwundetendBshbereiche verwendet. Systematisch
lasst sich die Wundheilung in Latenzphase, Pralifensphase und Regenerationsphase
einteilen [Werner und Grose, 2003] (vergleiche ABp. Der Wundheilungsprozess wird
sofort nach dem Auftreten der Verletzung durch d8ekretion verschiedenster
Wachstumsfaktoren und Zytokine ausgel6st, die tieels den verletzten Blutgefal3en oder
den degranulierten Blutplattchen freigesetzt werdgie Zerstérung von BlutgeféalRen fuhrt
ebenso zur Formation eines Blutpfropfes, der awsvgunetzten Fibrin und ECM-Proteinen
wie zum Beispiel Fibronektin, Vitronektin und Thrbospondin besteht [Martin, 1997].
Diese quervernetzten Proteine dienen als Barriegemm weiteren Blutaustritt, als Matrix fur
invadierende Zellen und als Reservoir fur weitereacWstumsfaktoren der ablaufenden

Kaskade.
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Die ersten Zellen, die in die Wunde eintreten, s\aitrophile, gefolgt von Monozyten und
Leukozyten. Diese wirken zytotoxisch auf eingetneteMikroorganismen und setzen
ihrerseits Wachstumsfaktoren und Zytokine frei, die Proliferationsphase der Wundheilung
initiieren [Werner und Grose, 2003]. Keratinozytemd Fibroblasten an den Wundrandern
beginnen nun verstarkt zu proliferieren und wandarhder provisorischen Proteinmatrix in
die Wunde ein, wo sie grol3e Mengen an ECM-Proteimeghangiogenen Wachstumsfaktoren
sezernieren, die eine massive Neubildung von Blaen hervorrufen. Das neu entstandene
Gewebe bezeichnet man aufgrund seiner BeschaftesseGranulationsgewebe, welches in
der Regenerationsphase schlie3lich in reifes Nagdsabe umgewandelt wird. In dieser
Phase kommt es zu einer Differenzierung von invéeheFibroblasten zu Myofibroblasten,
die grol3e Mengen an Kollagen synthetisieren unébadisieren [Werner und Grose, 2003].

Latenzphase Proliferationsphase Regenerationsphase

@) Keratinozyt V4 Fibroblast <z Blutplatchen Wundmatrix
~_/ Blutgefan B SBlutpropf — Muskel ~®=  Myofibroblast
Dermis @ Neutrophil {7} Macrophage Granulationsgewebe

Abb. 3: Schematische Darstellung der verschiedenestadien der physiologischen Wundheilung. Weitere
Erlauterungen im Text [nach Werner und Grose, 2003]

Obwohl bei der Tumorentstehung keine Verletzung @esvebes im eigentlichen Sinne
vorliegt, kann man verschiedene Mechanismen der dheifung bei der Krebsentstehung
nachvollziehen. Krebszellen verandern das sie usmgld Stroma, um eine unterstitzende
Mikroumgebung zu erzeugen. Dieses reaktive Tunarsdrwird als Desmoplasie bezeichnet
und besteht aus Tumor-assoziierten Fibroblasteezifssthen ECM-Komponenten, Zellen
des Immunsystems und neu gebildeten Blut- und Lyyefi3en [Muller und Fusenig, 2004].
Um die unterstitzende Mikroumgebung zu erzeugererseeren Tumorzellen verschiedene
Wachstumsfaktoren und Zytokine wie beispielsweis®GP und TGB. Diese
Wachstumsfaktoren sind wichtige Mediatoren der Wagildng und unterbinden die normale
Homoostase des Gewebes [Balkwill und Mantovani 120Wit ihrer Ausschittung simuliert

der Tumor also das Vorhandensein einer Verletzumpeanzeugt so das reaktive Tumorstroma.

10



Einleitung

TGHB induziert beispielsweise die Chemotaxis und Déferierung von Fibroblasten, die, wie
bei der Wundheilung auch, in den Tumorherd einwemd@d sich dort zu Myofibroblasten
differenzieren. Die Rolle der Myofibroblasten, diach als Tumor-assoziierte Fibroblasten
bezeichnet werden, ist in Bezug auf die Krebspsgjom zwar noch nicht vollstandig geklart,
aktuelle Ergebnisse unterstreichen jedoch ihre @tede fir die Tumorinvasion und
Progression [Kalluri und Zeisberg, 2006].

Auch die von Rudolf Virchow beschriebene Prasenz mélammatorischen Zellen hat einen
Einfluss auf die Tumorzellen. Tumorzellen sezeemenaufig inflammatorische Zytokine, die
hamatopoetische Zellen, wie etwa Lymphozyten, Mpkagen und Neutrophile, in die
Umgebung des Tumors rekrutieren. Fur invadiertérhabe Killerzellen (NCK-Zellen) wird
eine den Tumor unterdrickende Wirkung angenommelbeffsson et al., 2003]. Der
Uberwiegende Teil der inflammatorischen Zellen rsitézt jedoch die Progression des
Tumors. Neben der Produktion verschiedener Wactsakioren ist hierbei die
Manipulation der ECM von herausragender BedeutubDgg Immunzellen exprimieren
verschiedene Proteasen, wie zum Beispiel MMPs aBéY, die den Umbau der ECM und
den Abbau der Basalmembran unterstiitzen und zusefrang von in der ECM fixierten
Wachstumsfaktoren fihren [Muller und Fusenig, 20@¢wohl die inflammatorischen Zellen
als auch die Myofibroblasten und Tumorzellen sdeeen Wachstumsfaktoren, die die
Bildung neuer BlutgefalRe induzieren — zum Beis@ieth die Freisetzung von bFGF, VEGF
und TGFR.. Wie bereits zuvor beschrieben, ist die Angiogenais essentieller Vorgang bei
der Entstehung und Progression einer Krebserkrankawie beim Verheilen einer Wunde.
Trotz aller Ubereinstimmungen zwischen Tumor-ingugr Stromabildung und
Wundheilung gibt es auch nicht unerhebliche Unteexte zwischen beiden Prozessen.
Beispielsweise sind Thrombozyten nicht nur an déduBg des Granulationsgewebes
beteiligt, sondern auch in der spaten Phase der dWailing als Produzenten des
Wachstumsfaktors PDGF wirksam, der mitogen und dagtraktiv auf Fibroblasten wirkt
[Sieweke und Bissell, 1994]. Im Gegensatz hierzsda sich Thrombozyten in soliden
Tumoren aul3erhalb von BlutgefaRen kaum oder gdrt machweisen. Stattdessen gibt es
Hinweise daflr, dass die Tumorzellen selbst zunshdeinige der Funktionen, die
Thrombozyten zugeschrieben werden, simulieren [Blab al., 2000]. Der zweifelsohne
wichtigste Unterschied zwischen Wundheilung und bisrebesteht aber darin, dass
Wundheilungsprozesse letztlich selbst-limitieremdisSobald die Wunde geheilt ist, werden
genetische Programme in den beteiligten Zellen rietngeschrieben oder deaktiviert, so

dass die fur die Wundheilung typischen Verédnderaongbgeschaltet werden. Tumoren
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hingegen fehlt ein solches Signal und es kommt samter anderem zur kontinuierlichen
Bildung von Stroma und Neubildung von BlutgefalRBrese Bedingungen beginstigen ein
kontinuierliches Wachstum des Tumors und resultiéneder Bildung einer Neoplasie. H. F.
Dvorak schlussfolgerte deshalb, dass es sich beiofen letztlich um Wunden handelt, die
niemals heilen [Dvorak, 1986]. Folgerichtig vermutean schon seit einiger Zeit, dass Gene
oder genetische Programme, die Wundheilungsproztssern, auch von grol3er Bedeutung
fur die Krebsprogression sein missten. Erst kihzigelang die ldentifizierung eines
Transkriptionsfaktors, der vielfaltige Prozesse datundheilung reguliert und somit
maoglicherweise als zentrales Regulationsgen der dheitlung fungiert. Dieser

Transkriptionsfaktor ist ein Mitglied der grainylie&enfamilie [Ting et al., 2005].

1.3. Die Grainyhead-Genfamilie von Transkriptionsaktoren

Mit Hilfe einer 1984 durchgeflihrten genetischen lisa zur Identifizierung von Genen, die
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der TaujéeDrosophila melanogaster spielen
konnten, wurden zahlreiche Mutanten isoliert, digfdBte in ihrer apikalen extrazellularen
Oberflachenbarriere (Kutikula) aufwiesen [NUsslgwmihard et al.,, 1984]. Eine solche
Mutante, bei der das Grainyhead-Gen (grh-Gen) ffetravar, zeichnete sich durch eine lose
embryonale Kutikula und ein diskontinuierliches ugidnulares Kopfskelett aus. Das grh-
Gen kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, derpuigglich EIf-1/NTF genannt wurde. Es
nimmt essentielle regulatorische Funktionen wahmgrdEmbryonalentwicklung wahr [Bray
und Kafatos, 1991].

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindene Proteinie, die Transkription von anderen Genen
regulieren. Sie werden aufgrund von Homologien u8ttukturmotiven bestimmten
Proteinfamilien zugeordnet. Das erste identifigeMitglied der Grainyhead-Proteinfamilie
war der Transkriptionsfaktor CP2, der zunéchstralsskriptioneller Aktivator des SV40- und
HI-Viruses beschrieben wurde [Garcia et al., 198dang et al., 1990]. Bei nachfolgenden
Analysen konnten weitere regulierende Funktionechgawiesen werden — zum Beispiel in
der Embryonalentwicklung und T-Zell-ProliferatioB8Jeyoshi et al., 1995; Jane et al., 1995].
Die Proteine der Grainyhead-Familie konnten in stexschiedlichen tierischen Organismen
wie Nematoden und Menschen nachgewiesen werdahabigr in unizellularen Organismen
nicht anzutreffen [Kudryavtseva et al., 2003; Taale 2005; Ting et al., 2003; Uv et al.,
1997; Venkatesan et al., 2003; Wilanowski et &02. Wahrend Fliegen und Wirmer nur
ein einzelnes grh-Gen besitzen, weist das Genom Waobeltieren drei ,grh-like“-Gene

(GRHL1-3) auf, von denen man annimmt, dass sie evthider Embryogenese selektiv in
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sich vom Ektoderm ableitenden Epithelien exprimsentd [Kudryavtseva et al., 2003; Tao et
al., 2005; Ting et al., 2003; Uv et al., 1997; Vatdsan et al., 2003; Wilanowski et al., 2002].
Auch das CP2-Gen kommt in niederen Organismeninura vor, wahrend Wirbeltiere noch
zwei weitere Homologe dieses Gens besitzen, dieBis1la und LBP-9 bezeichnet werden
[Wilanowski et al., 2002].

Tab. 1: Mitglieder und Nomenklatur der humanen Grainyhead-Transkriptionsfaktor-Familie

Gen-Name* HGNC** Synonyme Genebank-Nr. Referenz

Humane homologe Gene desosophila-Gens dCP2

CP2 TFCP2 LBP-1c, LSF NM_005653 [Swendeman el @b4]
UBP-1 TFCP2A LBP-1a NM_014517.3 [Huang et al., 2000
LBP-9 TFCP2L1 CRTR1 NM_014553 [Rodda et al., 2001]

Humane homologe Gene desosophila-Gens grh

GRHL1 TFCP2L2 MGR NM_014552.2 [Wilanowski et alQ(2]
GRHL2 TFCP2L3 BOM NM_024915 [Wilanowski et al.,@2]
GRHL3 TFCP2L4 SOM. Get-1 NM_021180.2 [Ting et aDO3]

* Genbezeichnung in der NCBI-Datenbank (www.ncbi.nin.gov)
** Genbezeichnung nach HUGO-Gene-Nomencluture-Comrttee (www.genenames.org)

Man beobachtet jedoch einen hohen Grad der Koreseng der Grainyhead-Gene zwischen
verschiedenen Organismen. Dies bildet die Grundldge die Hypothese, dass
unterschiedliche Mitglieder der Grainyhead-Genf@émdine evolutionar hoch konservierte
Funktion bei der Differenzierung von Epithelzellgrelen konnten.

Zwei zeitgleich publizierte Arbeiten weisen daratfin, dass grainyhead-Proteine
wahrscheinlich eine herausragende Bedeutung furdheilungsprozesse haben, indem sie
als zentrale Regulatoren der Expression einer &lzon Zielgenen ein ganzes genetisches
Wundheilungsprogramm orchestrieren [Mace et aD520ding et al., 2005]. So untersuchten
Mace und Mitarbeiter [Mace et al.,2005] eine Flegpaitante, bei der Risse und Briiche der
abschirmenden Kutikulahille sehr schlecht verhejltend konnten mit Hilfe dieses
Modellsystems und durch eine Vielzahl molekularetdgsuchungen ein Gen identifizieren,
das essentiell fur eine vollstdndige Wundheilung \Wéeses Gen kodiert flr den Grainyhead-
(grh)-Transkriptionsfaktor, der die epidermale Eegmion eines Schlisselmolekils der
Wundheilung, namlich der Dopadecarboxylase (Ddmuliert. Die wesentliche Aufgabe der

Dopadecarboxylase (Ddc) besteht darin, Chinon- kuttkulare EiweiRverbindungen neuer
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Chitinpanzer-Flicken querzuvernetzen und somit Waindheilungsprozess durch Bildung
der epidermalen Barriere zum Abschluss zu bringéfright, 1987]. Interessanterweise
konnten auch Hinweise auf eine bedeutende Rolle @minyhead-Proteine bei der
Wundheilung im Saugetierorganismus erhalten wer@m.gelang Ting und Mitarbeitern
[Ting et al., 2005] der Nachweis, dass das GRHL3df& Bildung der epidermalen Barriere
wéahrend der Mausembryogenese absolut notwendig Mstsuche, die molekularen
Grundlagen dieses Wundheilungsdefekts naher zuiretgn, mindeten schlief3lich in der
Identifizierung eines Zielgens, dessen Expressiomchd GRHL3 reguliert wird. Bei diesem
Gen handelt es sich um die Transglutaminase 1 @343ing et al., 2005], ein Enzym, das
ebenfalls eine quervernetzende Funktion besitztiordponenten des Stratum corneum (SC),
also der auf3ersten Schicht der Epidermis, miteramdrbindet und somit fur die Bildung
und Reifung der Epidermis unerlasslich ist [Inatale 2000].

Aus diesen beiden Untersuchungen geht hervor, dias<srainyhead-Protein der Taufliege
und das GRHL3 der Maus Regulatoren der Wundheitlargtellen, die sich tber rund 700
Millionen Evolutionsjahre hinweg bewahrt haben. @hivsie letztlich die Expression vdllig
unterschiedlicher Proteine regulieren, die abeddeajuervernetzende Funktionen besitzen
(Ddc und TGasel), ist doch erkennbar, dass dasdiahe Grundprinzip der Wundheilung
offensichtlich evolutionar erhalten geblieben Es. gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die
Grainyhead-Transkriptionsfaktoren nicht nur die Egsion der bereits genannten, sondern
auch einer Vielzahl anderer Gene steuern, die mtggiitdit von Epithelien beitragen.
Angesichts der zuvor beschriebenen Ahnlichkeitem Wundheilung und Krebs konnten die
Grainyhead-Proteine mdglicherweise bedeutsam &@iKdebsentstehung sein.

In der Tat konnten im Rahmen dieses Promotionswata Indizien dafiir gewonnen werden,
dass ein Mitglied der Grainyhead-Genfamilie, namldas GRHL2-Genprodukt, bei der

Karzinogenese eine wichtige Rolle spielen kénnte.
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1.4. Fragestellung

Vorrangiges Ziel dieses Promotionsvorhabens wan@se Gene zu identifizieren, die an der
Entstehung oder Progression des humanen Mammaarzibeteiligt sein kbénnten. Hierzu
sollte zunéchst ein bereits in der Arbeitsgrupabledrtes Verfahren zur Identifizierung von
Proto-Onkogenen, das als sogenannte ,Retrovirusitteite cDNA-Expressionsklonierung
von Proto-Onkogenen® bezeichnet werden kann, wenéwickelt und durchgefihrt werden.
Eines der mit Hilfe dieses experimentellen Ansatestifizierten Kandidatengene sollte
anschlieBend durch die Durchfihrung von TransfaonatAssays in Hinblick auf seine
transformierenden Eigenschaften untersucht werBlemer sollten spezifische Antikorper
gegen das entsprechende Genprodukt generiert waerdedenen dann die Expression und
subzellulare Lokalisation des betreffenden Prot@mg&ultivierten Mammakarzinom-Zellen
und auch Mammakarzinom-Geweben untersucht werdie.sAnschlieRend sollte durch
Uberexpresssion des Kandidatengens in defizienteammakarzinom-Zellinien ein
Modellsystem generiert werden, das es ermdglicah, Hinfluss des identifizierten Proto-
Onkogens auf die Zellproliferation, Adhasion, Migoa, Invasion und auch das
Metastasierungsverhalten der Tumorzellen zu stediddiese funktionellen Studien und auch
die Expressionsanalysen sollten letztlich dazurégén, die mdgliche Rolle des neu
identifizierten Proto-Onkogens in der Karzinogenegeermitteln. Langfristiges Ziel dieses
Promotionsvorhabens ist es, herauszufinden, ob idestifizierte Proto-Onkogen eine
maogliche Zielstruktur flir einen neuartigen Therapgatz zur Behandlung von

Krebspatienten darstellen kénnte.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
Eine vollstandige Aufzahlung der verwendeten Geratdikdrper und Oligonukleotid-Primer
befindet sich in tabellarischer Form im Anhang Adreit.

2.1.1. Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Cheimikalon den Firmen Sigma-Aldrich
(Munchen), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (¥mathe) und Merck (Darmstadt)
bezogen.

2.1.2. Haufig verwendete Losungen

PBS:

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3 mM NaHPOyx2H,0 (pH 7,3)

1,4 mM KHPO,

TBS:

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

50 mM Tris/HCI (pH 8,0)
2.1.3. Zellkulturen und Kulturmedien

Die Tab. 2 zeigt die Zusammensetzung der in diégeeit zur Zellkultur verwendeten

Kulturmedien.

Tab. 2: Zusammensetzung der verwendeten Ziallturmedien

Kulturmedium 1 Kulturmedium 2
Standard-Medium 90 % (v/v) DMEM 90 % (v/iv) RPMI
(Invitrogen, Karlsruhe)
FCS 10 % (viv) 10 % (viv)
(PAA GmbH, Pasching)
Glutamin 2mM 2mM
(Invitrogen, Karlsruhe)
Bemerkungen Fir T-47D und BT-474 mit

10 pg/ml Insulin supplementiert
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Die Tab. 3 zeigt die in dieser Arbeit verwendetetfilihien und deren Herkunft, sowie die fir
die Kultivierung verwendeten Medien. Bei den verdeten Zelllinien handelt es sich um

humane Zellen. Die einzige Ausnahme stellen digmearNIH3T3-Fibroblasten dar.

Tab. 3: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Tumorart Ursprungsgewebe Kulturmedium
BT-20° duktales Mammakarzinom Primé&rtumor 1
BT-474) duktales Mammakarzinom Primé&rtumor 2
Gl-10% duktales Mammakarzinom lokales Rezidiv 1
MCF-7? duktales Mammakarzinom Pleuraeffusion 1
MDA-MB-231" Adenokarzinom der Brust Pleuraeffusion 1
MDA-MB-4355 duktales Mammakarzinom Pleuraeffusion 1
MDA-MB-468? Adenokarzinom der Brust Pleuraeffusion 1
SK-BR-3 Adenokarzinom der Brust Pleuraeffusion 2
T-47D° duktales Mammakarzinom Pleuraeffusion 2
ZR-75-P duktales Mammakarzinom Aszites 1
NIH3T3? - embryonale Fibroblasten 1
yNX-eca ’ embryonale Nierenzellen 1

Derhalten von American Type Culture Collection (ATC®lanassas;erhalten aus der Zellkulturbank des ICRF
Laboratory, St Thomas' Hospital, London, URerhalten von Dr. J. Hurst, Goodwin Institut for €an
Research, Plantation, Florida, USXrhalten von Cell Culture Services (CCS), Heidejber

2.2. Zellkulturmethoden

2.2.1. Standardkulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden in sterilen Kulturgefal3enrdéirmen Falcon (Heidelberg) und Nunc
(Wiesbaden) kultiviert. Tab. 4 gibt eine Ubersidber die verwendeten Kulturgefale und die
verwendeten Volumina der Kulturmedien. Die Kultiwieg erfolgte in Heral50-
Brutschranken (Kendro, Langenselbold) bei 37°C assergesattigter Atmosphare und 5 %
CO; fur Zellen in Medium 1 bzw. 10 % GQ@ur Zellen in Medium 2. Die Zelllinien wurden
zweimal wochentlich unter sterilen Bedingungen pgest. Hierzu wurden die adharent
wachsenden Zellen mit PBS bei 37°C gewaschen ursthielend mit 0.05 %iger
Trypsin/EDTA-L6sung (Invitrogen, Karlsruhe) von deulturschale abgelést. Der Vorgang
wurde durch Zugabe von vorgewadrmtem Medium abgestopd die resuspendierten Zellen
dann in einer Dichte von 10-20 % ausgesat.
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Tab. 4: Verwendete Zellkulturgefal3e mit Volumina

Kulturschalen Einheit Mediumvolumen Hersteller
96-Loch-Platte 0,2 cm 0,15 ml Falcon
24-Loch-Platte 1,9 cfn 1mi Falcon
6-Loch-Platte 9,4 ch 2,5mi Falcon
10-cm-Zellkulturschale 78 ¢m 15 ml Falcon
T25-Zellkulturflasche 25 cfn 5ml Nunc
T75-Zellkulturflasche 75 cfn 15 ml Nunc
2.2.2. Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zelen

Eukaryotische Zellen kdnnen durch Einfrieren insfligen Stickstoff bei -196°C fur langere
Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kugenommen werden. Um die Bildung
von Eiskristallen in den Zellen zu verhindern, widdn Zellen durch Zugabe des stark
hygroskopischen Dimethylsulfoxids (DMSQO) langsans Wdasser entzogen. Mindestens 2 x
10° Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium (10 % (V/VM3O, 90 % (v/v) Vollmedium)
resuspendiert, in Kryo-Ro6hrchen (Nunc, Wiesbadée)fiihrt und auf -80°C gekuhlt. Fir das
Einfrieren und die Kryolagerung vowNX-eco-Zellen wurde ein anderes Einfriermedium
verwendet (10% (v/v) DMSO, 90% FCS). Nach 24 h weuardie Kryo-Réhrchen in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt. Um die kryokonservierten Zgllwieder in Kultur zu nehmen, wurden
die Zellen nach dem Auftauen (37°C; Wasserbad) Vielimedium gewaschen, um das
toxische DMSO zu entfernen. Die im Vollimedium rgmrxdierten Zellen wurden in T25-

Zellkulturflasche ausgesat.

2.2.3. Mycoplasmen-Test

Um eine mogliche Kontamination der verwendeten lidgih mit Mycoplasmen zu
detektieren, wurden die kultivierten Zellen in reg&igen Abstdnden einem
Mycoplasmentest unterzogen. Hierfiir wurde der Ve@eM Kit (Minerva Biolabs, Berlin)
verwendet. Der Test wurde nach Herstellerangabachdeafuhrt, allerdings wurde das

Reaktionsvolumen bei allen Ansatzen halbiert.
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2.2.4. Transfektion eukaryontischer Zellen mit kaionischen Lipiden

Fur die Transfektionen wurden je nach Zellliniearathiedliche Transfektions-Reagenzien
verwendet. Fir die Zelllinien NIH3T3, MCF-7 und MBWAB-468 wurde
Lipofectaminé2000 (Invitrogen, Karlsruhe) und fiir die Zelllinj@&\X-ecowurde Effectene
(Qiagen, Hilden) verwendet. Die Transfektions-Reagen gehoren zur Gruppe der
kationischen Liposom-Reagenzien, die im Komplex DRA an die negativ geladenen
Oberflachenstrukturen der Zellen binden. Anschimel¥erfolgt die endosomale Aufnahme der
DNA in die Zelle. Wurde eine transiente Transfeltdurchgefihrt, so wurden aus den Zellen
48 Stunden nach der Transfektion Proteinlysatedséetit und die Expression des Transgens
mittels Western-Blot-Analyse (siehe 2.4.3.) Ubefiprtir die Herstellung stabil transfizierter
Zelllinien wurden die Zellen 24 h nach der Traksf trypsiniert und je nach Dichte in
einem Verhdltnis von 1:15 oder 1:30 in 10 cm-Kudtimralen ausplattiert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit Geneticin (G-4580 pug/ml, Calbiochem, Darmstadt)
selektioniert. Zur Gewinnung von klonalen stabil&lllinien wurden etwa zehn Tage nach
Beginn der Selektion einzelne Zellklone isoliertietdu wurde ein kleines, steriles, mit
Trypsin/EDTA-benetztes Filterpapier auf den Zeliklpositioniert. Nach zehnminuatiger
Inkubation wurde das Filterpapier mitsamt anhaféendellen in eine Vertiefung einer 96-
Loch-Platte tberfuhrt. Die Klone wurden expandiertd anschlieRend kryo-konserviert. Die
Expression des Zielproteins in den Zelllinien wunahittels Western Blot (siehe 2.4.3.)

untersucht.

2.2.4.1. Transfektion eukaryontischer Zellen mit Lpofectamine 2006

Bei einer Transfektion mit Lipofectamine 2080wurden die Zellen einen Tag vor der
Transfektion in einer T25-Zellkulturflasche ausdesé dass sie am Tag der Durchflihrung
eine Zelldichte von 80-90% hatten. Zur Durchfiihraleg Transfektion wurden 8 pug Plasmid-
DNA mit 500 pl serumfreiem Medium gemischt. In emeweiten Ansatz wurden 20 pl
Lipofectamir'2000-Transfektionsreagenz mit 500 ul serumfreiendita gemischt. Die
Ansatze wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubied dann vereinigt. Die so erhaltene
Lésung wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubied mn den Zellen gegeben. Nach 6 h

wurde das Transfektions-Gemisch durch Medium suubstt.

2.2.4.2. Transfektion eukaryontischer Zellen mit Efectend™
Bei einer Transfektion miEffectené™ wurden die Zellen so ausgesat, dass sie am Tag der
Transfektion in einer T25-Flasche eine Konfluenzm v80-80% erreicht hatten. Fir die

Transfektion wurden zunachst die Transfektionkomgleergestellt. Hierflir wurden 4 pg
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Plasmid-DNA in einem sterilen Eppendorfgefald vaegeund 150 ul EC-Puffer hinzugefugt.
32 pl Enhancer wurden anschlielRend hinzugeflugtminhdier Pipette vermischt. Die Lésung
wurde 5 min bei RT inkubiert. Dann erfolgte die Zbg von 40 pl Effectene (Qiagen,
Hilden). Es wurde gemischt und die Losung weitefe min bei RT inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die zu transfizierenden Zebeimalig mit PBS gewaschen und mit 4
ml Medium versehen. Nach der zehnminultigen Inkoipatvurde das Transfektions-Gemisch
mit 1 ml Medium versetzt und mit einer sterilen teas-Pipette vorsichtig auf die Zellen
getropft. Nach 6 h wurde das Transfektions-Gemékeish Medium substituiert.

2.2.5. Gentransfer mit Hilfe retroviraler Vektoren

Fur die Herstellung retroviraler Uberstande wurgéiX-eco Zellen unter Verwendung des
Effectene-Transfektionsreagenz transient transtiZigehe 2.2.4.2.). Zwei Tage nach der
Transfektion wurde der Zellkulturiberstand, derdralen Partikel enthalt, abgenommen und
in ein 15 ml Falcon Reaktionsgefald Gberfuhrt. A@ttmer und Zellen wurden 5 min bei 500
g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nun mit einditrozellulosefilter (Millipore, Bedford,
USA) mit einer AusschluRgréRe von 0.45 um steltiiidit. Wurde der virale Uberstand nicht
umgehend zur Infektion von Zielzellen verwendefiplgte eine Lagerung bei -80°C. Am Tag
vor der Infektion wurden 2xPONIH3T3-Zellen in einer T25-Zellkulturflasche odeiner 6-
cm-Zellkulturschale ausgesat. Zur Herstellung dafektionsgemisches wurde 1 ml des
retroviralen Uberstandes in einem 15-ml-Reaktiofiégi&efa vorgelegt. Nun wurden 2 pl
einer 1000fachen Polybrene-Lésung und 1 ml DMEM-Med hinzu gegegeben. Dieser
Cocktail wurde nun tropfenweise auf die zuvor mi#SPgewaschenen Zellen gegeben. Die
Zellen wurden mit dem Cocktail 6-8 Stunden oderriacht inkubiert. Danach wurde der
Cocktail durch Medium ersetzt. Die Expression dem$gens wurde nach 36 bis 48 Stunden

untersucht.

2.2.6. Bestimmung der Zellproliferationsrate

Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurde zunti@se Einzelzellsuspension, der zu
untersuchenden Zelllinie hergestellt. Jeweils 3xZ6llen wurden in einem Loch einer 6-
Loch-Platte ausgesat. Fur jeden Messpunkt wurdellerzem Triplikat ausgesat. Die
Messpunkte wurden nach 2, 4 und 6 Tagen genommenZahlung wurden die Zellen bis
zum Erreichen einer Einzelzellsuspension trypsinidnschlielend wurden die Zellen in
einem adaquaten Volumen aufgenommen und anschilefdeder Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Aus den Daten wurde eine Wachstumskersiellt und die Generationszeit

anhand des Kurvenverlaufs errechnet.
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2.2.7. Fokus-Assay

Fur die Durchfiihrung des Fokus-Assays wurden NIHZ&Ben mit retroviralem Uberstand
infiziert (siehe 2.2.5.). Es wurden 5Xl@ellen in einer 10-cm-Kulturschale ausgesat.
Nachdem die infizierten Zellen 100%ige Konflueneeaht hatten, wurden sie fur 2 weitere
Wochen kultiviert, wahrend dieser Zeit wurde zwdimé@chentlich das Zellkulturmedium
gewechselt. Zur Beurteilung der transformierten phalogie wurden die transformierten
NIH3T3-Zellen bei 40facher Vergrol3erung im Lichtmugkop mit der parentalen Zelllinie

verglichen.

2.2.8. Soft-Agar-Assay

Zur Bestatigung des Verankerungs-unabhangigen Waokstransformierter NIH3T3-Zellen
wurden Soft-Agar-Assays durchgefiihrt. Zunachst wudir Agar-Boden hergestellt. In
einem 50 ml ReaktionsgefaR wurden 5 g BEttAgar Noble (BD Biosciences, Heidelberg)
unter semisterilen Bedingungen in 50 miCHgegeben. Der Agar wurde in einem Wasserbad
30 min bei 95°C inkubiert. Anschliel3end wurde delbgte Agar in ein Wasserbad mit 45°C
gestellt und abgekuhlt. Nun wurde eine 0.5%ige Rgaing hergestellt. Hierzu wurden
jeweils 5 ml der 5%igen Agar-Stammlosung mit 45SDMEM-Medium, welches zuvor auch
auf 45°C erwarmt wurde, grundlich vermischt. Jesvéil ml dieser noch warmen L&sung
wurden in 6-cm-Kulturschallen pipettiert. Die rédie Losung wurde weiterhin auf 45°C
gehalten. Der Agarboden wurde zur Polymerisierudgrén bei RT inkubiert. Von den zu
untersuchenden Zellen wurde eine Einzelzellsuspensiergestellt. 4x10Zellen dieser
Suspension wurden in 2 ml Medium aufgenommen uibel mml der 0.5%igen Agar-LOsung
vermischt. Jeweils 1.5 ml dieser Zellsuspensiondeurun auf den Agar-Boden gegeben. Zur
Polymerisierung des Agars wurden die Kulturschdlen30 min bei RT inkubiert. Ein- bis
zweimal in der Woche wurde 1 ml Medium auf die 2eligegeben. Die Dokumentation der

Ergebnisse erfolgte 21 Tage nach Versuchsbeginn.

2.2.9. Implantation von Zellen in immundefizienteMause

Die Tierversuche wurden unter der Nummer 29/07 Wamburger Amt fir Gesundheit und
Verbraucherschutz genehmigt und in Kooperation dein Institut fir Anatomie Il des
Universitats-Klinikums Eppendorf durchgefuhrt. Die implantierenden Zellen wurden wie
unter 2.2.2. beschrieben in Kultur genommen undimakvor der Implantation passagiert.
Am Tag der Implantation wurde aus den kultivier@&gllen eine Einzelzellsuspension in

serumfreiem Medium hergestellt. Die Zellzahl dieSespension wurde auf 5X1Bellen pro
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ml eingestellt. Die Zellen wurden bis zur Implamgatauf Eis gestellt. Die Implantation von
1x1C® Zellen erfolgte subkutan zwischen die Schultetbtatler Mause. Fir den Versuch
wurden weibliche Nacktmause (Stamm: NMRI) verwendét bei Versuchsbeginn sieben
Wochen alt waren. Die Begutachtung der Mause ddaligeimal wochentlich. Als Tag des
beginnenden Tumorwachstums wurde der Tag definat,dem die Tumoren erstmals
aul3erlich sichtbar waren. Die Terminierung der Maagolgte bei einer Tumorgréf3e von
lcn?. Nach 12 Wochen wurde der Versuch eingestellt alfeverbleibenden Tiere getotet.
Alle Mause wurden vor ihrer Totung in G@altiger Atmosphéare betaubt und durch

Genickbruch getotet.
2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Kultur von E. coli
Fur die Transformationsexperimente und zur Vermedpreon Plasmiden wurden die coli

Bakterienstamme DHbund TOP10F’ (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.

LB-Medium:

1 % (wiv) Bacto-Trypton (BD Biosciences, Heidelipe
0,5 % (w/v) Hefeextrakt (BD Biosciences, Heidetpe

1 % (w/v) NacCl

pH (7,5)

Ampicillin (Sigma-Aldrich, Minchen):

Stammlosung: 50 mg/ml inJ@
Endkonzentration: 100 pg/ml

Kanamycin (Roth, Karlsruhe):

Stammldsung: 25 mg/ml inJ@
Endkonzentration: 25 pg/ml

Fur feste Nahrboden wurde dem LB-Medium 1,5 % (wWBacto-Agar (BD Biosciences,
Heidelberg) zugefugt. Das LB-Medium wurde autokdatviund die Antibiotika-Losung
wurden - je nach Selektionsgen - dem Mediun nackUAlen auf 56°C zugesetzt. Mit
Antibiotika versetzte LB-Platten wurden bis zu 4 &Wen im Kuhlraum gelagert. Zur
Vermehrung vork. coli wurde eine 5 ml Vorkultur (LB-Medium) mit einer rizielkolonie
von einer LB-Platte beimpft. Die Anzucht der Balearerfolgt in einem Inkubationsschttler
bei 37°C und 220 mih
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2.3.2. Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden 5 BiMedium mitE. coli DH5a inokuliert
und Gber Nacht im Inkubationsschiittler bei 37°Culvikert. Am nachsten Tag wurden mit
diesem Ansatz 100 ml LB-Medium fiir eine erneute rdhehtkultur angeimpft. Die
Bakterien wurden bis zu einer @von 0,6 bis 0,8 kultiviert, dann sedimentiert (600g;
10 min; 4°C), der Uberstand wurde verworfen und Ralet in 40 ml eiskalter Losung 1 (30
mM Kaliumacetat; 50 mM MnGj 100 mM KCI; 10 mM CaGl 15 % (w/v) Glycerol; pH 5,8)
resuspendiert. Nach Inkubation fir 10 min auf Eigde erneut sedimentiert (6000 x g; 10
min; 4°C) und das Pellet in 4 ml Loésung 2 (10 mMM@PS; 75 mM CaGl| 10 mM KCI;
15 % (w/v) Glycerol; pH 7) resuspendiert. Die kortgpeen Bakterien wurden aliquotiert (a
50 ul) und bei -80°C gelagert.

2.3.3. Transformation von Bakterien

50 upl transformationskompetente Bakterien wurdem Auftauen 30 min auf Eis gestellt.
Anschliel3end wurde die Plasmid-DNA in TE-Puffer eggben (< 0,1 pg/50 ul Bakterien)
und die Zellsuspension weitere 30 min auf Eis in&rib Der Ansatz wurde fur 30 sec auf
42°C erwarmt und sofort fir 2 min auf Eis inkubiettir Regeneration wurden 450 pl LB-
Medium zugesetzt. Nach einer Inkubation von 60 rbi 37°C und 220 mih im
Inkubationsschiittler wurden die transformierten tBdkn in unterschiedlichen
Verdinnungen auf Antibiotika enthaltene LB-Agarfgatausgestrichen und Uber Nacht bei
37°C im Brutschrank inkubiert.

2.3.4. Plasmid-Praparation im analytischen Mal3stab

5 ml LB-Medium plus Antibiotikum wurden mit eineraonie inokuliert und Uber Nacht bei
37°C im Schuttler inkubiert. Zur Praparation der MNvurde 1 ml der Ubernacht-

Bakterienkultur mit dem QIAprep Spin Miniprep KiQifagen, Hilden) entsprechend den
Herstellerangaben aufgearbeitet. Die Elution derAD#folgte in 50 pl Elutionspuffer. Der

DNA-Gehalt und die DNA-Reinheit der DNA wurden bestt (siehe 2.3.6.). Die DNA

wurde durch Restriktionsverdau (siehe 2.3.7.) ditarsiert oder bei -20°C gelagert.

2.3.5. Plasmid-Praparation im praparativen Mal3stab

100 ml LB-Medium plus Antibiotikum wurden mit 10 giner Ubernachtkultur beimpft und
Uber Nacht bei 37°C im Schuttler inkubiert. Dielisaung der Plasmid-DNA wurde dann mit
dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nadierstellerangaben durchgefihrt. Die
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gewonnene DNA wurde in 200 ul TE aufgenommen. D&ABsehalt und die DNA-
Reinheit wurden bestimmt (siehe 2.3.6.). Die Laggrder DNA erfolgte bei -20°C.

2.3.6. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung voBNA

Die Reinheit und die Konzentration der DNA wurdanah Messungen der optischen Dichte
bei 260 nm (Obxp) und bei 280 nm (Ok3g) im Photometer (Eppendorf, Hamburg) bestimmt.
Hierbei gilt, dass eine Olgy von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelsirgar DNA
entspricht. Der Reinheitsgrad der untersuchten dtrdisst sich Uber die Ermittlung des
Quotienten OBRsy/OD,go beurteilen. Es wurden nur solche Plasmidpraparatiorerwendet,

deren Quotient mindestens 1,8 betrug.

2.3.7. Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme und die dazugehérigen Reaktidfespwurden von der Firma New

England BioLabs (Frankfurt a. M.) bezogen. Restitdspaltungen wurden bei 37°C fur 2-
14 h durchgefuhrt. Die DNA-Konzentration im Ansétzerstieg hierbei nicht 0,5 pg/ul. Das
Enzym wurde in leichtem Uberschuss (3-5 U/ug DNA)ngesetzt, wobei eine

Glycerolkonzentration von 5% im Ansatz nicht Gbargten wurde.

2.3.8. Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Eine Behandlung der DNA mit alkalischer Phosphateséhindert die Eigenligation der
gespaltenen Plasmid-DNA durch die Entfernung demitealen 5’-Phosphatgruppen. Nach
Restriktionsverdau von 2 pg Vektor-DNA wurden zundé0 ul Reaktionsansatz 1,5 pl
Antarctic Phosphatase (5 U/ul; New England BioLabsnkfurt a. M.) und 6,8 pul 10 X
Antarctic Phosphatase-Reaktionspuffer zugegebem. Adsatz wurde 30 min bei 37°C
inkubiert, danach wurden weitere 1,5 ul Phosphatagesetzt und die Inkubation fir weitere
30 min fortgesetzt. Nach Zusatz 1/10 Volumens DNAbenpuffer wurde die Vektor-DNA
elektrophoretisch in Agarosegelen aufgetrennt éi213.8.) und anschlieRend aus dem Gel
isoliert (siehe 2.3.9.). Bei einer gerichteten HKéoong mit zwei verschiedenen

Restiktionsenzymen wurde auf eine Dephosphorylguerzichtet.

2.3.9. Gelelektrophoretische Analyse von Nukleinsiéen
TAE-Puffer:
40 mM Tris/Acetat (pH 8,3)
1 mM EDTA
1% (v/v) Eisessig
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DNA-Probenpuffer:

50 % (v/v) Glycerol

1mM EDTA (pH 8,0)
0,4 % (w/v) Bromphenolblau
0,4 % (w/v) Xylencyanol

Agarose-Gelelektrophorese von DNA fur analytiscmel praparative Zwecke erfolgte in
horizontalen Elektrophoreseapparaturen. Die Agamesede in TAE-Puffer (Standard 1%
(w/v) Agarose) in der Mikrowelle geschmolzen, mjt ug/ml Ethidiumbromid versetzt und
in die Gelapparatur gegossen. Nach dem Entferneidmms und wurde das Gel mit TAE-
Laufpuffer Gberschichtet. Die Proben wurden mitO1¥olumen DNA-Probenpuffer versetzt
und in die Taschen geladen. Zur Abschatzung der eklbhrgroRe wurde ein
Molekulargewichts-Marker (Bioline, London) verwemndelm Anschluss an die
elektrophoretische Auftrennung wurde die DNA mitfélieines Transilluminators analysiert.
Hierzu wurde in die DNA eingelagertes Ethidiumbrdmizur Fluoreszenz
(Anregungswellenlange 234 nm) angeregt und das @@ Dokumentation am

Geldokumentations System visualisiert (Syngene, [@aige).

2.3.10. Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus AgarasGelen

Zu Kklonierende cDNA-Fragmente wurden nach Restrigverdau (siehe 2.3.7.) im
Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe des QIAquioll Gxtraction Kits (Qiagen, Hilden) aus
dem Gel isoliert. Dazu wurde unter UV-Licht (UV Thlluminator, Syngene, Cambridge,
UK) die entsprechende Bande aus dem Gel ausgesehnit ein Reaktionsgefald geeigneter
GroBe Uberfuhrt und entsprechend der Herstellebmrga aufgearbeitet. Alle
Zentrifugationsschritte, wurden bei maximaler Didiilzn einer Eppendorf Zentrifuge 5417R
durchgefuhrt. Die DNA wurde mit 30 pl EB-Puffer (XdM Tris (pH 8,5)) eluiert und
entweder direkt fir die Ligation (siehe 2.3.11)wendet oder bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.3.11. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Vektor- und Insert-DNA erfolgte O pl Reaktionsansatzen mit Hilfe der
T4-DNA Ligase (New England BioLabs, Frankfurt a.)MDas Verhéltnis von Vektor- zu

Insert-DNA betrug ungefahr 1:3. Zur Begunstigung idéermolekularen Ligationen wurden
hohe DNA-Konzentrationen (100 ng/ul) eingesetzsettr und dephosphorylierte Vektor-
DNA in H,O (maximal 8 pl) wurden mit 1 pl T4-DNA Ligase (4Q0ul) und 1 pl des
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entsprechenden 10x konzentrierten Reaktionspuffés® mM Tris-HClI (pH 7.5),
10 mM MgCh, 1 mM ATP, 10 mM Dithiothreitol, 25 pg/ml BSA) \sstzt. Zur Ligation
wurde der Ansatz 16 h bei 16°C inkubiert. Die Velnmueg des Konstruktes erfolgte durch

Transformation von Bakterien mit dem Ligationsangatehe 2.3.3.).

2.3.12. Herstellung einer cDNA-Bibliothek

Eine cDNA-Bibliothek ist die Sammlung von cDNAsgedaus der mRNA einer bestimmten
Zelllinie oder eines bestimmten Gewebes hergesteirden. Im Idealfall sind alle
Transkripte des Transkriptoms in einer cDNA-Biltiek reprasentiert. Die verschiedenen
cDNAs werden in Plasmidvektoren kloniert, womiteeiRropagierung in Bakterien moglich
ist. Wenn ein passender experimenteller AnsatzVarfiigung steht, lassen sich mit Hilfe
einer cDNA-Bibliothek aus der Gesamtheit des Trapskms, Gene mit bestimmten

zelluldren Funktionen selektionieren.

2.3.12.1. Isolierung von mRNA

Fur die Isolierung von mRNA wurde das FastTfagkO Kit (Invitrogen, Karlsruhe)
verwendet. Zur Herstellung der cDNA-Bibliothek warmhRNA aus 8 T75-Zellkulturflaschen
mit konfluenten GI-101-Zellen isoliert. Die Durchiiung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Die DNA wurde mithilfe einer 23G-Kaaigeschert. Alle Schritte der Isolierung
wurden bei maximaler Inkubationszeit durchgefiilidie Aufreinigung mittels oligo(dT)-
Zellulose wurde zweimal durchgefiihrt. Die Ausbedég mMRNA betrug nach der zweiten

Aufreinigung 40 pg.

2.3.12.2. Erststrangsynthese zur Herstellung ein@DNA-Bibliothek

Fur die Herstellung der cDNA wurde mRNA aus deirllitgéé GI-101 benutzt, die wie unter
2.3.12.1. beschrieben isoliert wurde. Es wurderl 8gu mRNA-Losung (1 pg/ul) mit 2 pl
Primer-L6sung (random hexamers, 50 ng/pl) gemiscist 10 min in einem Heizblock bei
70°C inkubiert. Danach wurde die Loésung sofort &ig gestellt, um die Bildung von
Sekundarstrukturen der RNA zu verhindern. Nach dfeiuten wurde die Losung kurz
abzentrifugiert. Zu dieser Lésung wurden nun 4,Egststrangsynthese-Puffer, 2,0 pl 0,1 M
DTT sowie 1 pul dNTP-Mix gegeben. Um den Fortschaigtr Bibliotheksherstellung besser
verfolgen zu kénnen, wurde die cDNA wéhrend detdfmngsynthese mit*’P]dCTP (2,5
uCi, GE-Healthcare, Freiburg) radioaktiv markidts wurde 1 pl der radioaktiven dCTP-
Losung 1:10 mit KO verdinnt. Von dieser Verdinnung wurde wiederumull zur
Erststrangsynthese verwendet, was einer Aktivitdt 2,5 uCi entsprach. Nach grindlichem

Durchmischen wurde diese Lésung 2 min bei 37°C biga und mit 5 pl SuperScripfil
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Polymerase (250 U/ul, Invitrogen, Karlsruhe) verseDie Erststrangsynthese erfolgte fir
eine Stunde bei einer Temperatur von 37°C. Zur Teemung der Erststrangsynthese wurde
das Reaktionsgefald auf Eis gestellt.

2 ul dieser Reaktionslésung wurden abgenommen,ierusbeute der Erststrangsynthese zu
bestimmen. Die 2 pl wurden mit 43 pl 20 mM EDTA unqul tRNA-L6sung (Invitrogen,
Karlsruhe) vermischt. Jeweils 10 pl dieser Losungden auf Glasfaserfilter (GE-Healthcare,
Freiburg) getraufelt. Ein Filter wurde an der Lgétrocknet. Der andere Filter wurde dreimal
fur 5 min in einem Becherglas mit jeweils 50 mltkall0%iger TCA-LOsung inkubiert und
anschlieBend 2 min mit 95%igen Ethanol gewascheamnDwurde auch dieser Filter
getrocknet. Beide Filter wurden nach vollstandigercknung in ein Szintillationsrérchen mit
5 ml Szintillationslésung tberfuhrt und die Aktétwurde in beiden Réhrchen mit Hilfe des
.easy-count“-Programms im Szintillations-Zahler ¢Bman Coulter GmbH, Krefeld)

bestimmt. Der ungewaschene Filter dient zur Bestimgrder spezifischen Aktivitat:
Spezifische Aktivitat =F"/pme dCTP] = counts / 200
Der gewaschene Filter dient zur Bestimmung der Aush

Ausbeute [pg DNA] = counts x 0.066 / Spezifischeiyiat

2.3.12.3. Zweitstrangsynthese

Zu den verbleibenden 18 pl der Erststrangsyntheselem auf Eis 93 pl Wasser, 30 ul
Zweitstrangsynthese-Puffer 3 pul dNTP-Mix, 1 Kilcoli DNA-Ligase (10 U/ul, Invitrogen,
Karlsruhe), 4 pE.coli DNA-Polymerase (10 U/ul, Invitrogen, Karlsruhews® 1 pl RNase
H (2 U/ul, Invitrogen, Karlsruhe) gegeben, gut visecht und anschlieRend kurz zentrifugiert.
Die Zweitstrangsynthese erfolgte fur 2 h bei 16Rach vollendeter DNA-Synthese wurde
die Loésung mit 2 ul T4-DNA-Polymerase (5 U/ul, lmegen, Karlsruhe) versetzt und weitere
5 min bei 16°C inkubiert. Durch diese Enzymbehandlwurden die freien Uberhange der
cDNA aufgefillt. Die Reaktion wurde durch Zugabei® ul eiskalter 0.5 M EDTA-LAsung
gestoppt. Die gesamte Reaktionslésung wurde n@mi2 ml Eppendorfgefald Gberfihrt und
mit 150 pl einer Phenol/Chloroform-Mischung grtobdlidurchmischt und anschlieBend 5
min bei maximaler Drehzahl in einer Tischzentrifuglezentrifugiert. Die obere wassrige
Phase wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgb&iflihrt und mit einem gleichen
Volumen Ammoniumacetat-Losung (7,5 M) sowie 1 m0%igen Ethanol (-20°C) versetzt,
wodurch die DNA prazipitierte. Die Losung wurde galich durchmischt und die DNA fir
20 min bei maximaler Drehzahl in der Tischzentrdfusgdimentiert. Der Uberstand wurde

quantitativ entfernt, und die DNA durch zweimaligé&schen mit 70%iger Ethanollésung
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von Salzrickstanden befreit. Die Waschlosung wardmtitativ entfernt, die gereinigte DNA
an der Luft getrocknet und bis zur weiteren Verduog auf Eis gelagert.

2.3.12.4. Ligation von BsXI-Adaptoren

Bevor die gereinigte DNA in den Vektor kloniert wlen konnte, mussten an die ,blunt-end*-
DNA Adaptoren ligiert werden. Hierzu wurde zundckst Adapterldsung angesetzt. Die
lyophilisiertenBstXI-Adaptoren (18 pg, Invitrogen, Karlsruhe) wurdarl8 pl Wasser geldst
(1 pg/ul). Zu der gereinigten DNA wurde nun 18 passer, 10 ul Adapter-Puffer, 10 ul
Adaptor-Lésung, 7 ul 0.1 M DTT-Lésung und 5 pl TMBR-Ligase (1 U/ul, Invitrogen,
Karlsruhe) gegeben. Die Reaktionslosung wurde diimdlurchmischt und tber Nacht bei
16°C inkubiert. Zur Beendigung der Reaktion wurdke ONA-Ligase fur 10 min bei 70°C
inaktiviert. Danach wurde die LOsung auf Eis gdisteNun wurden 3 ul T4-
Polynukleotidkinase (10 U/ul, Invitrogen, Karlsryiie den Ansatz gegeben, um die DNA zu
phosphorylieren. Es wurde gemischt und 30 min B&C3inkubiert. Zur Beendigung der
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch nochmals fimihCauf 70°C im Heizblock erhitzt.

2.3.12.5. GroRenfraktionierung und Ligation der cDM\

Um zu verhindern, dass zu kleine cDNA-Fragmentdan Vektor kloniert werden, wurden
die synthetisierten cDNA-Fragemente nach ihrer &réfiromatographisch aufgetrennt. Zur
chromatographischen Trennung der cDNA wurden ,&iwctionation Columns” der Firma
Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Zunéchst wurde Séule in ein Stativ gespannt, dann der
obere und zuletzt der untere Verschluss entferathNem die Lagerungslosung abgeflossen
war, wurde viermal hintereinander 800 pl TEN-Puffg® mM Tris/HCI (pH 7,5), 0,1 mM
EDTA, 25 mM NaCl) auf die obere Fritte gegeben, astliche Lagerungslésung von der
Saule zu waschen. Die cDNA-L6sung wurde in 97 uNRuffer aufgenommen und zentral
und luftblasenfrei auf die Fritte aufgetragen. Z&nbl3enfraktionnierung wurden sukzessiv
jeweils 100 pl TEN-Puffer auf die Saule gegeben ded Ausfluss der Saule tropfenweise,
separat in Eppendorfgefalien gesammelt. Die Fradii@b einem Gesamtelutionsvolumen
von 600 ul enthielten nur noch sehr kleine DNA-Fnagte, so dass jenseits von 600 pl
Elutionsvolumen keine weiteren Fraktionen gesammetden. Fiur die einzelnen Fraktionen
wurden jeweils die Cerenkow-Counts im ,easy-couitbgramm gemessen. Angefangen mit
der ersten Probe, deren Aktivitdt deutlich Uber é#ntergrundstrahlung lag, wurden
anschlie3end drei Fraktionen vereinigt. Die erma@tedsung hatte ein Volumen von ca. 120

pl mit einer cODNA-Konzentration von 1 ng/pl. 112 gér cDNA-L6sung wurden mit 8 pl
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BstXI-verdautem pMXs-Vektor (50 ng/ul), 32 pl Ligationsigr und 8 pl T4-DNA-Ligase
(Invitrogen, Karlsruhe) tiber Nacht bei 4°C inkuhier

2.3.12.6. Transformation der cDNA-Bibliothek in Bakerien

Die Bakterien wurden mit Hilfe der Elektroporatibansformiert, um die klonale Vielfalt der
cDNA-Bibliothek zu gewahrleisten. Zur Transformatiowurden ElectroMAX™ DH10B™
Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die Zalleurden bis zur Verwendung bei -80°C
gelagert. Die Zellen wurden in Eiswasser aufgetawmtl zur Durchmischung vorsichtig
geschwenkt. Alle Schritte der nun folgenden Elgkbration erfolgten auf Eis. 1 ul des
Ligationsansatzes wurde in einer 0,1-cm-Elektropoma-Kiuvette (BioRad, Minchen)
vorgelegt. Nun wurden 20 pl der kompetenten Badtehinzugefiigt und vorsichtig mit der
Pipette durchmischt. Dann wurden die Zellen, mind8enepulsét Il (BioRad, Miinchen)
bei 2.5 kV, 25 uF und 10Q transformiert. Nach der Transformation wurde sofoml
S.0.C.-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) zu den Baieterpipettiert und diese auf Eis gestellt.
Die Ansatze wurden fiir 1 h bei 37°C und 225 Tiegeneriert.

2.3.12.7. Amplifikation und Charakterisierung der cDNA-Bibliothek

Nach der Regeneration wurden jegliche ElektropongtiAnsatze vereinigt. Diese Losung
stellt die unamplifizierte Bibliothek dar. Fur digeitere Charakterisierung der Bibliothek
wurden 10 pl der Bakterienldsung in 10 ml PBS vaerdiund Doppelansatze von jeweils 100
ul bzw. 500 pl auf LB-Platten ausgestrichen. Amhséen Morgen wurden die Klone auf den
Platten ausgezahlt, um so die Anzahl der unabhéngikjone der Bibliothek zu ermitteln.
Mit 40 dieser Klone wurden LB-Kulturen geimpft, deach ausreichender Inkubation einer
Plasmid-Praparation im analytischen Mal3stab ungerzowurden (siehe 2.3.4.). Zur
Bestimmung der durchschnittlichen GroRen der iesim DNA, wurden die erhaltenen
Plasmidpraperationen einem Restriktionsverdau ésB.7.) und einer elektrophoretischen
Analyse (siehe 2.3.9.) unterzogen. Zur Herstellgeg amplifizierten Bibliothek wurden
5x1¢ unabh&ngige Klone verwendet, was einem Volumen3;@8 ml der unamplifizierten
Bibliothek entsprach. Auf 10 cm LB-Platten wurdeweils 37,5 pl der unamplifizierten
Bibliothek ausgestrichen und Uber Nacht im Baktesodrank inkubiert. Zur Ernte der
Bakterien wurde etwa 1 ml LB-Medium auf die Platteipettiert und anschlieRend die
Bakterien mit einem Zellschaber vom Agarboden aixjeDie erhaltene Bakteriensuspension
wurde mit den Suspensionen der anderen Platteimé@meErlenmeyer-Kolben gesammelt.
Diese Losung wurde gleichmalig auf sechs 50-ml-RReadgefalle verteilt und

abzentrifugiert. Die erhaltenen Bakterienpelletsdem wie unter (siehe 2.3.5.) beschrieben
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einer Plasmid-Praparation im praparativen Mal3staleramogen. Diese Plasmid-Praparation
bezeichnet man als amplifizierte Bibliothek.

2.3.12.8. Lagerung der retroviralen cDNA-Expressiosbibliothek

Die Konzentration der Plasmide-DNA wurde auf 2,0pylgeingestellt und Aliquots von
jeweils 50 pl bis zur weiteren Verwendung bei -208€lagert. Die unamplifizierte
Bibliothek wurde in 10% Glycerol-L6sung bei -80°Angefroren. Die amplifizierte
Bibliothek wurde abzentrifugiert und die Bakteriefipts bei -20°C eingefroren.

2.3.12.9. Phanotypische Selektion der cDNA-Expressibibliothek mittels Fokus-
Assay

Im Fokus-Assay werden murine, embryonale NIH3T3efehls Zielzellen verwendet. Diese
Zellen sind kontakt-inhibiert und préneoplastisdbies ermdglicht eine phanotypische
Selektion von Zellen, die in Folge einer retroweralinfektion mit einem Proto-Onkogen aus
der cDNA-Bibliothek transduziert wurden. Entspreutie Zellen verlieren ihre Kontakt-
Inhibition und bilden nach einiger Zeit einen Folaus dem Zellrasen aus.

Die retrovirale cDNA-Expressionsbibliothek wurderclu transiente Transfektion waNX-
eco-Zellen in retrovirale Partikel konvertiert (s82.2.5.). Fur die Durchfihrung des Fokus-
Assays wurden 5xPINIH3T3-Zellen in einer 10cm-Kulturschale mit reti@tem Uberstand
infiziert (siehe 2.2.5.). Nachdem die infizierteellZn 100%ige Konfluenz erreicht hatten,
wurden sie fur 2 Wochen kultiviert, dabei wurde d&sdium zweimal wdchentlich erneuert.
Die nun entstandenen Foci wurden mit einer 200+pdtfenspitze aus dem Zellrasen entfernt
und in die Vertiefung einer 96-Loch-Platte tbertilie so gewonnenen Zellen wurden bis
zum Niveau einer T25-Zellkulturflasche expandietann wurde aus diesen Zellen
genomische DNA extrahiert (siehe 2.3.13.) und Kiyolss (siehe 2.2.2.) angelegt.

2.3.13. Isolierung von genomischer DNA

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturemrde das DNeaSyTissue Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet. Die genomische DNA veuslis Zellen isoliert, die in einer
T25-Zellkulturflasche eine Konfluenz von 80% bis¥®@rreicht hatten. Die Aufreinigung
erfolgte nach Herstellerangaben. Die Elution derADMurde zweifach in einem Volumen
von 100 pl wiederholt. Der DNA-Gehalt und die DNAiRheit wurden durch Messung der
OD2go bzw. OD6o/OD2go bestimmt. Die durchschnittliche Ausbeute betrugribei rund 100
Hg DNA.
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2.3.14. Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen waidas TRIzdIReagenz (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Zellen wurden in einer T73KZdturflasche ausgesat und bei einer
Konfluenz von 80% bis 90% geerntet. Das so gewom@eti-Pellet wurde durch Zugabe von
2 ml TRIzoPPReagenz lysiert. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipeth der Suspension
wurde diese auf zwei 1,5-ml-Reaktionsgefal3e verteild danach gut durchmischt. 500 pl
Chloroform wurden hinzugefigt und nach 2-3 min IRaumtemperatur erfolgte eine
Phasentrennung durch 15-minitige Zentrifugation 1000 g. Die obere wassrige Phase
wurde grof3zligig abgenommen, um eine Kontaminatisndar Interphase zu vermeiden. Die
in der wassrigen Phase enthaltene RNA wurde duugfalZe von 1 ml Isopropanol gefallt und
bei 12000 g (15 min, 4°C) sedimentiert. Zum Herdsesh von residualen Salzen wurde die
RNA zweimal mit je 1 ml 75% Ethanol fir mindest&tsmin inkubiert. Anschlie3end wurde
das RNA-Pellet getrocknet, wobei stets eine Ubektmang der RNA vermieden wurde. Die
RNA wurde in einem geeigneten Volumen,(H aufgenommen, die Konzentration am

Photometer bestimmt und bis zur weiteren Verwenheig80°C gelagert.

2.3.15. Erststrang-cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem SuperS&ripirst-Strand Synthesis System
(Invitrogen, Karlsruhe). Als Primer wurden Oligo(ddigPrimer verwendet, welche mit den
poly(A)-Schwéanzen der mRNA-Molekiile hybridisierednken. 1 pg Gesamt-RNA wurde
mit 1 pl dNTP-Mix (10 mM) und 1 pl Oligo(dT).1s (0,5 pg/ul) in 8 pl KO fur 5 min bei
65°C denaturiert und anschlieend sofort fir 1 enmh Eis abgekihlt. Dann wurden 9 pl
Reaktionslésung (2 ul 10 x Reaktionspuffer, 4 nlMeg.osung (25 mM), 2 ul DTT-L6sung
(0,1 M), 1 pl RNase Inhibitor) zugegeben. Nach bation fir 2 min bei 42°C wurden 50 U
SuperScript Il RT zugegeben. Das Umschreiben deXMMR cDNA erfolgte bei 42°C fir 50
min. Die Reaktion wurde durch Erhitzen (70°C, 15)mabgestoppt und die RNA durch
Zugabe von 1 ul RNase H (37°C, 20 min) entferne DDNA wurde bei -20°C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

2.3.16. DNA-Amplifikation mit der Polymerasekettemeaktion (PCR)

Je nach Fragestellung wurden zwei unterschiedli@@ymerasen und damit auch
unterschiedliche Reaktionsbedingungen zur Amplifd@a von DNA gewahlt. Sollten

synthetisierte cDNA-Fragmente in Vektoren kloniestrden, wurde die Amplifikation mit

PfuTurbd® Hotstart DNA Polymerase (Stratagene, Heidelbergkhefiihrt, die aufgrund

ihrer so genannten ,Proofreading“-Aktivitat eineutieh verringerte Fehlerrate aufweist. Da
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dieses Enzym recht empfindlich auf Verunreinigungsagiert, wurde fir analytische Zwecke
vorzugsweise die Taqg DNA Polymerase (Qiagen, Hildenwvendet.

2.3.16.1. Amplifikation mit PfuTurbo® Hotstart DNA Polymerase

Die 50 pl-Reaktionsansatze wurden auf Eis zusampigttiert und enthielten neben 5 pl
cDNA (siehe 2.3.15.), 5 pl 10 x PfuTurbo-Reaktiarfégr (200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20
mM MgSQ,, 100 mM KCI, 100 mM (NH),SOy4, 10 % (v/v) Triton X-100, 1 mg/ml BSA), 1
il dNTPs (10 mM, Promega, Mannheim), je 2 pl Prigd®0 ng/ul), 2,5 pl DMSO und 1 pl
PfuTurbd Hotstart DNAPolymerase (Stratagene, 2,5 U/ul). Die Reaktiondein einem
Thermocycler (Flexigene, Techne, Staffordshire) cbgefihrt. Nach einer initialen
Denaturierung fur 4 min bei 95°C schloss sich dgsreliche Amplifikationsprogramm an,

das aus drei Segmenten bestand:

Denaturierung: 1 min 95°C
Primer-Annealing: 1 min 58°C-65°C
Primer-Extension: 2 min/ kb 72°C

Die Temperatur fur das Primer-Annealing wurde irhabgigkeit vom Primerpaar zwischen
58°C-65°C gewahlt. Die Extensionszeit des Amplifitasprogramms orientierte sich an der
GroRRe des Amplifikationsproduktes (2 min / 1 kb)add 30 Wiederholungen des
Amplifikationsprogramms schloss sich eine Auffidlkéon (10 min, 72°C) an.

2.3.16.2. Amplifikation mit Tag-DNA-Polymerase

Die 50 pl-Reaktionsansatze enthielten neben 3 INADs. 2.3.15.), 3-6 ng Plasmid-DNA
oder 100 ng genomischer DNA, 5 pl 10 x Qiagen PCRy dNTPs (10 mM, Promega,
Mannheim), je 1 pul Primer (100 ng/ul) und 0,5 phTNA Polymerase (Qiagen, Hilden, 5
U/ul). Die Extensionszeit des Amplifikationsprognmas orientierte sich an der Grof3e des
Amplifikationsproduktes (1 min / 1 kb). Ublichengei enthielt das Amplifikations-Programm
30 Wiederholungen, nur bei der Verwendung von gescimer DNA wurden 35 PCR-Zyklen
durchgefuhrt.

2.3.17. Klonierung von PCR-Produkten

Sollten die PCR-Produkte in Plasmidvektoren klameerden, wurden speziell modifizierte
Oligonukleotid-Primer fir die PCR-Amplifikation wsendet. Die entsprechenden Primer
tragen an ihrem 5’-Enden eine Guanidin- (G) undoSiyt-reiche (C) Schutzgruppe mit der
Nukleotidsequenz GCGCATCGTA. Dieser Sequenz folgtjdweilige Erkennungssequenz
des fur die Klonierung verwendeten RestriktionsemzyAm 3’-Ende der Oligonukleotid-
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Primer befindet sich die zur Zielsequenz komple@enspezifische DNA-Sequenz. Die GC-
reichen Schutzgruppen des PCR-Amplikons verhindarrAufschmelzen der DNA wahrend
des folgenden Restriktionsverdaus, so dass diegehaher Effizienz erfolgt. Die PCR-
Reaktion erfolgte mit der PfuTurBdHotstart DNA Polymerase (siehe 2.3.16.1.). Die PCR
Produkte wurden nach erfolgreicher Amplifikationt mém QIAquicK PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers aefgigt und anschlieBend mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Arestdrid wurden die DNA-Fragmente in
einem Agarose-Gel aufgetrennt (siehe 2.3.9.), aus @el aufgereinigt (siehe 2.3.10.), und in

den verdauten und dephosphorylierten Plasmidvdikfiert (siehe 2.3.11.).

2.3.18. Quantitative RT-PCR-Analyse

FUr diese Analyse musste zunachst cDNA (siehe 2)3.hiergestellt werden. Fir die
Erststrangsynthese wurde Gesamt-RNA (siehe 2.3eldgesetzt. Um residuale Phenolreste
aus der RNA zu entfernen, wurden 50 pg der RNAdainh RNeasy Kit (Qiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben aufgereinigt. In der folgenfrststrangsynthese wurden jeweils 1 pug
RNA als ,Template eingesetzt. Die Erststrangsyséherfolgte wie unter 2.3.15. beschrieben,
es wurden bei diesem Ansatz jedoch 1 pl RandomePristatt der Oligo(dT)-Primer
verwendet. Nach der Synthese wurde die cDNA im &lenis 1:20 mit Wasser verdunnt. Das
Volumen einer einzelnen PCR-Probe betrug 20 pl. Bigben wurden stets in dreifacher
Wiederholung pipettiert. Als Referenz diente dasRB&l-Gen. Die Ansatze wurden zunéchst
als Stammldsung pipettiert und erst dann auf dia.tec PCR-Platte (Eppendorf, Hamburg)
aufgetragen. Pro Ansatz wurden hierbei 10 pl Qtentti- SYBR-Green-Mastermix (Qiagen,
Hilden), jeweils 0.5 pl Primer (10 pm/ul) und 9 ger verdiinnten cDNA verwendet. Die
PCR-Analyse erfolgte mit dem realpfeRCR-Gerat (Eppendorf, Hamburg). Das Standard-
PCR-Programm begann mit 2 min bei 56°C, gefolgt geninitialen Denaturierung von 10

min bei 95°C. Dann wurden 40 Zyklen im Thermocyderchlaufen:

Denaturierung: 15 sec 95°C
Primer-Annealing: 30 sec 56°C-58°C
Primer-Extension: 30 sec 68°C

Es folgte ein Extensionschritt von 15 sec bei 999@nach wurden die Proben noch jeweils
fur 30 sec bei 58°C und 68°C inkubiert. Das Prognaendete mit einer Inkubation von 15
sec bei 95°C. Nachdem das PCR-Programm beendeewidte die Analyse der Rohdaten
mit der realple%PCR-Software. Je nach Fragestellung erfolgte ddimnAuswertung der
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Daten. Einzelne Proben wurden mittels Gelelektropb® (siehe 2.3.9.) untersucht, um
unerwinschte Nebenprodukte der PCR-Reaktion zdifderen.

2.3.18.1. Relative mRNA-Quantifizierung

Bei dieser Methode werden die relativen Expressiotesschiede einer bestimmten mRNA in
Bezug auf ein nicht reguliertes Gen bestimmt. Digswertung erfolgte nach d&yACT-
Methode. Hierbei wurde eine gleiche PCR-Effizienonv Referenzgen und Zielgen
angenommen. Im ersten Schritt wurde fir jede uuntdite Probe der CT-Wert des

Referenzgens vom CT-Wert des zu untersuchenden sebitrshiert:

ACT = CTZielgen'CTReferenzgen

Zum Vergleich verschiedener Proben, wurde AET der Referenz-Probe von deaCT-

Werten der anderen Proben subtrahiert:
AACT = ACTProbeX'ACTProbeO

Der relative Expressionsunterschied zwischen zwebé&h, normalisiert zum Referenzgen
und bezogen auf die Probe mit dem niedrigssT ergab sich aus der arithmetischen

Formel:
Ratio = 2*4¢T

Die Standardabweichung ergibt sich aus den jevesili§tandardabweichungen deCT-
Werte von der Probe und Referenz:

S =\[(s9+(so)]

2.3.18.2. Absolute mMRNA-Quantifizierung

Diese Methode erlaubt den Vergleich der Konzemnan verschiedener Transkripte in
derselben cDNA-Praparation. Bei der absoluten mR]&ntifizierung wurde parallel zu
den zu vermessenden Proben fir jedes verwendeteefpaar eine Kalibrierkurve aus
Messungen mit definierten Template-Mengen angeteréils Template diente ein wie unter
2.3.5. hergestelltes und unter 2.3.7. geschnittertegressionsplasmid. In der
Verdiinnungsreihe wurden jeweils %105x1¢, 10, 5x1d¢, 1¢, 5x1¢ und 16
Templatemolekile eingesetzt. Nach der quantitatiiRm-PCR-Analyse wurden die
erhaltenen CT-Werte aus der Verdunnungsreihe gegenlLogarithmus der eingesetzten
Template-Molekile aufgetragen und die Funktion Regressionsgeraden ermittelt. Diese
Funktion diente nun zur Bestimmung der Kopienzainl die jeweils untersuchten mRNA-

Molekile.
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2.3.19. Qualitative mRNA-Analyse durch Northern-Bbt-Hybridisierung

Mit Hilfe der Northern-Blot-Analyse kann die GréBed Menge einer spezifischen mRNA in
einem heterogenen RNA-Gemisch ermittelt werdenGkgensatz zur quantitativen RT-PCR-
Analyse koénnen hierbei unter Umstanden auch verdehie Spleil3formen eines
Priméartranskriptes identifiziert werden. Die RNAravizunachst gelelektrophoretisch nach
ihrer GrolRe aufgetrennt und anschlieBend auf Ny&mbran immobilisiert. Der spezifische

Nachweis erfolgt mit einer radioaktiv markierten BA$onde.

2.3.19.1. Agarose-Gelelektrophorese unter denaturienden Bedingungen
FA Gel-Puffer:
20 mM MOPS
5mM Natrium Acetat
1 mM EDTA (pH 7,0)

FA Laufpuffer :

1x FA Gelpuffer

25M Formaldehyd
RNA Ladepuffer :

0.25% Bromphenolblau
4 mM EDTA

09 M Formaldehyd
20% Glycerol

30.1% Formamid

4x FA Gelpuffer

In der denaturierenden Gelelektrophorese wurdenai@eRNA-Proben (siehe 2.3.14.)
aufgetrennt. Zunachst wurde das Gel gegossen.ldienirden 1 g Agarose mit 10 ml 10x
FA Gelpuffer und 100 ml Wasser solange in der Mielle erwarmt, bis die gesamte
Agarose gelost war. Nachdem die Losung 10 min BeaBgekuhlt hatte, wurde sie mit 1 pl
Ethidium-Bromid-L6ésung und 1.8 ml 37%iger Formalggéhosung versetzt und
anschlielend in eine zuvor exakt austarierte Galapmwr gegossen. Zur Herstellung der
Taschen wurde ein 1 mm breiter Kamm benutzt. DdspGlgmerisierte flr 45 min bei RT.
Vor Beginn der Elektrophorese wurde das Gel 30 minkaltem Laufpuffer im Kidhlraum
bei 4°C aquilibriert, und jegliche Laufblasen vorel&chlitten entfernt. Parallel wurden die
RNA-Proben vorbereitet. Jeweils 20 pg Gesamt-RNAden in einem Gesamtvolumen von
10 pl aufgenommen. Die Proben wurden fir 10 min doeer Temperatur von 68°C im
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Heizblock denaturiert. Die Proben wurden anschhel3&ir mindestens 5 min auf Eis
inkubiert. Nun wurde der Kamm aus dem Gel gezogah das Gel sorgfallig beladen. In
ungenutzte Taschen wurde 1x Ladepuffer aufgetrdgenElektrophorese wurde bei 80 V im
Kihlraum durchgefihrt. Nach 4 Stunden wurde dikiEbphorese beendet, und es erfolgte
die Dokumentation der RNA-Auftrennung.

2.3.19.2. RNA-Transfer auf Nylonmembran

Transferpuffer (20x SSC):
3M NaCl
0.3 M Natrium Citrat

Sofort nach der Dokumentation der RNA-Auftrennungrde das Gel fur den folgenden
Transfer zurechtgeschnitten. Die Bahnen ohne awfigete RNA, sowie der Bereich oberhalb
der Taschen und unterhalb der Lauffront wurdenemiém Skalpell abgetrennt. Dann wurde
das Gel fur 10 min bei RT in 200 ml Wasser gesclivetur partiellen Hydrolyse der RNA
folgte eine Inkubation von 15 min in 200 ml 0.05NAOH. Anschlie3end wurde mit 200 ml
10x SSC-Puffer fur 10 min neutralisiert. Der Tramstler RNA auf die Nylonmembran
erfolgte im Kapillarblotverfahren. Zunachst wurde ddybond N+- Nylonmembran (GE-
Healthcare, Munchen) auf GroRe des Gels zugesehnitties entsprach der Grol3e des
beschnittenen Gels. In derselben GroRe wurde zweirdghatman-Filterpapier
zurechtgeschnitten. Membran und Filterpapier wundenransferpuffer aquilibriert. Eine 20
cm x 30 cm groRRe, mit Transferpuffer beflllte Rlkaganne diente als Pufferreservoir. Auf
diese Wanne wurde eine Glasplatte gelegt. Auf diRels¢te wurde unter Ausschluss von
Luftblasen eine mit Transferpuffer getrankte Bahhatvhan-Filterpapier positioniert, so dass
die Enden des Papiers in das Pufferreservoir hiagien. Das behandelte Gel wurde nun mit
der Unterseite nach oben, zentral und unter Augsshion Luftblasen auf das Filterpapier
gelegt. Das Gel wurde an den Seiten sorgfaltig Fnigchhaltefolie umgeben, so dass der
Strom des Transferpuffers durch das Gel geleited.wAuf das Gel wurde nun passgenau die
Membran gelegt. Auf die Membran kamen nun die zwgreschnittenen und aquilibirerten
Filterpapiere. Zur Ausibung der Sogwirkung wurdé dia gestapelten Elemente ein 15 cm
hoher Stapel Zellstoff gelegt. Auf den Zellstoff nda eine weitere Glasplatte positioniert und
mit einem Gewicht von etwa einem 1 kg beschwert. Dansfer der RNA erfolgte Uber
Nacht bei RT. Der Aufbau der Blots ist in Abb. /ematisch dargestellt.
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Gewicht ﬁ
I—
Zellstoff «—— Glasplatte

Nylonmembran Filterpapaier
Plastikfolie Gel
Transferpuffer Filterpapier
[~ \

Abb. 4: Schematische Darstellung des Aufbaus fiir eh Transfer von RNA auf Nylon-Membranen.
Weitere Erlauterungen im Text.

Am nachsten Tag wurde die RNA mittels UV-Bestrallauf der Nylonmembran kovalent
fixiert. Hierzu wurde das Auto-Crosslink-Programmesd UV-Ofens (Fa. Techne,
Staffordshire, UK) benutzt. Der Transfer der RNA rdei am Geldokumentationsgerat
Uberprift und dokumentiert. Zudem wurde die Lauffrder 16S- und 28S- RNA auf der
Membran mit einem Kugelschreiber markiert. Zur esath Lagerung wurde die Membran

mit H,O gewaschen und zwischen 2 Filterpapiere an eingklen Ort gelegt.

2.3.19.3. Herstellung einerd->*P]-markierten DNA-Sonde

Zur spezifischen Detektion der RNA wurde eine ralltty markierte DNA-Sonde hergestellt.
Diese Form des Nachweises bietet die hdchstmdgl@desitivitdt und ist aufgrund der
direkten Markierung gut reproduzierbar. Zur Hetsted der DNA-Sonden wurde das
Rediprime I ™- Markierungssystem (GE-Healthcare, Freiburg) vewmtet. Als DNA-
Template dienten entweder aufgereinigte PCR-Pred(siehe 2.3.16.) oder aufgereinigte
cDNA-Inserts eines Expressionsplasmids (siehe 2138 2.3.7.). 25 ng DNA wurden in
einem Volumen von 45 ul TE-Puffer aufgenommen. Beginn der Markierungsreaktion
wurde die DNA 5 min bei 95°C im Heizblock denaturiend anschlieend 5 min auf Eis
gestellt. Die Losung wurde kurz abzentrifugiert ungm rediprim& —Reaktionsgemisch
gegeben ohne dieses dabei zu durchmischen. Eg fdigtZugabe von 5 ul des radioaktiv
markierten }2P]JdCTPs (50 pCi, GE-Healthcare, Freiburg). Nun \eudde Lésung durch
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mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grindlich durébcht. Die Synthese der Sonden
erfolgte fur 30 min bei 37°C. Nach beendeter Sysgh&urden nicht inkorporierte Nukleotide
mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen,ldtin) nach Angaben des Herstellers
abgetrennt. Die markierte DNA wurde zweimal sukzessit jeweils 50 ul Elutionspuffer
eluiert und die Cerenkow-Counts mit Hilfe des ,easynt‘-Programms im Szintillations-
Zahler (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) bestimmt.

2.3.19.4. Hybridisierung einer DNA-Sonde mit immobdisierter RNA

Hoch-Stringenz-Waschpuffer:
0.1x SSC
0.1% SDS

Niedrig-Stringenz-Waschpuffer:
2X SSC
0.1% SDS

Hochsalz-Waschpuffer:
5x SSC
0.5% SDS

Vor dem Beginn der Hybridisierung wurde die ULTRAfyHybridisierungslésung

(Ambion, Darmstadt) in einem Brautschrank auf 6@f@varmt bis samtliches Prazipitat in
Lésung gegangen war. Die Hybridisierung wurde imem Hybridisierungsofen der Firma
Techne durchgefiihrt. Die getrocknete Membran wundewenig Wasser befeuchtet und in
eine Hybridisierungsflasche tberfihrt. In die Flesevurden nun 10 ml der vorgewérmten
Hybridisierungslosung gegeben. Die Membran wurde 42°C fur 60 min im Ofen

prahybridisiert. Fur die Hybridisierung wurde prioBeine Aktivitat von 16cpm eingesetzt.

Dies entsprach ca. 20 pl der markierten und auifgggten DNA-Sonde. Membran und Sonde
wurden Uber Nacht bei 42°C im Hybridisierungsofekubiert. Am nachsten Tag wurde die
Hybridisierungslosung abgekippt, zweimal fur 5 nhiei 42°C mit dem niedrigstringenten
Waschpuffer und anschlieend zweimal fur 15 min 429C mit dem hochstringenten
Waschpuffer gewaschen. Nun erfolgte die Exposiémes Rontgenfilms fur 2 h. Abhangig
von dem erhaltenen Signal- Rauschverhéltnis wurdeEapositionszeit optimiert bzw. die
Membran weiteren Waschschritten unterzogen. Hienhgde die Inkubationstemperatur auf
60°C erhéht und Waschschritte von jeweils 30 mint miéem Hochsalzwaschpuffer

durchgefuhrt. Alternativ wurden die beiden andénéaschpuffer verwendet. Die Wahl einer
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direkt markierten Sonde erlaubte hierbei, den Wastdthritt durch Exposition eines

Rontgenfilms zu tGberprifen.

2.3.20. Automatische DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Methodlelem BigDye® Terminator v 1.1
Cycle Sequencing Kit der Firma Applied BiosystemafiDstadt) durchgefuhrt. Der vom
Hersteller gelieferte BigDye-Mix enthielt: FF-Ta@liPmerase, Tag-Reaktionspuffer, dNTPs
und die vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierterdesoxy-NTPs. Fur einen 20 ul-
Sequenzieransatz wurden maximal 1 pg DNA in 11 40,H pl Primer (3,2 pmol/ul) und 8
pl BigDye-Mix eingesetzt. Im Thermocycler wurden 2gklen des folgenden Programms
durchlaufen:

Denaturierung: 10 sec 96°C
Primer-Annealing: 15 sec 50°C
Primer-Extension: 4 min 60°C

Der Sequenzieransatz wurde mit 16 pOHversetzt und die DNA durch Zugabe von 64 ul
100%igem Ethanol 15 min bei Raumtemperatur gef@lle DNA wurde abzentrifugiert
(13000 rpm, 30 min, 4°C) und das Pellet mit 250/pdigem Ethanol gewaschen. Danach
wurde die DNA fir 5-10 min bei Raumtemperatur getreet. Die Auftrennung der DNA in
einem Polyacrylamid-Gel und die weitere Detektio Analyse der Sequenzierung erfolgte
am Institut fur Pathologie (UKE, Hamburg) mit denpphed Biosystem DNA-Sequencer
ABI PRISM (Modell 3100).
2.3.21. Erstellung und Auswertung von Expressionspfilen mittels Mikro-Array-
Technologie
In einer Expressionsanalyse wurden die Expressiditgpvon parentalen NIH3T3-Zellen mit
GRHL2-lberexprimierenden NIH3T3-Zellen  verglichen.Die Erstellung  der
Expressionsprofile erfolgte in Zusammenarbeit reit Eirma Indivicon Diagnostics (Ochtrup)
unter Verwendung von Whole Genome 4x44 K Mikroasragr Firma Agilent. Von jeder
Zelllinie wurde die Gesamt-RNA aus drei aufeinanttdgenden Zellkultur-Passagen mit
Hilfe des RNeasy Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstelirigereinigt und in
der Mikroarray-Analyse verwendet. Fiur jeden Arrayrelen 200 ng RNA verwendet. Die
Mikroarrays enthielten 44.000 Oligonukleotide flremn als 41.000 bekannte Gene und
Transkripte. Die Durchfihrung der Expressionsaralysrfolgte gemaf der Anleitung des

Herstellers.
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Die Auswertung der Rohdaten wurde von der Firmaivlodn Diagnostics (Ochtrup)

durchgefuhrt. Die Rohdaten wurden zunachst mit Algifent Feature Extraction Software
hinsichtlich grober Unterschiede in der Signalvikrtgy untersucht. Die Normalisierung der
Rohdaten erfolgte im Verfahren des ,Median Scalinggir alle folgenden Analysen wurden
Werte fur Gene, die sich in mehreren Replikatendsuh Array vertreten sind, gemittelt. Fur
die Ermittlung der signifikanten Expressionsuntbrede zwischen den parentalen und
GRHL2-lUberexprimierenden NIH3T3-Zellen wurde deg.sBAM-Algorithmus (Significance

Analysis of Microarrays) verwendet. Fur die SAM-Ayse wurde eine FDR (Fehlerquote,
False Discovery Rate) von 5% zugelassen. Als skamf reguliert wurde nur solche Gene
betrachtet, fur die mindestens eine zweifache Ddimgng festgestellt werden konnte.

Ferner wurden nicht exprimierte Gene ausgeschlossen

2.3.22. Bioinformatische Analyse von Promotoren

Um Zielgene zu identifizieren, die unter direktesnskriptioneller Kontrolle des GRHL2-
Transkriptionsfaktors stehen, wurde in Kooperatwit Dr. Christian Schulze (Zentrum fir
molekulare Neurobiologie, UKE, Hamburg) eine biomhatische Promotor-Analyse fur die
am starksten deregulierten Gene durchgefuhrt. deder Analyse war es, moégliche DNA-
Bindungsstellen des GRHL2-Proteins innerhalb vokblvor dem Transkriptionsstart der
jeweiligen Gene zu identifizieren. Die entspreclend®’romotorsequenzen wurden vom
Ensembl Datenbank bezogen (www.ensembl.org, Enseetdhse 50, Juli 2008). Fir die
Motivsuche wurden die kombinierten Haufigkeitsns (position frequency matrix) der
Proteine GRHL1 und GRHL3 verwendet [Wilanowski &t 2008, Ting et al., 2005]. Die
Motivsuche erfolgte unter Verwendung des kvasirgPamms [Wong et al., 2007]. Zudem
wurde eine Analyse der orthologen PromotorsequernpenMaus und Mensch angefertigt.
Diese Analyse wurde mit Hilfe eines Sequenzabgteidarch das ClustalW-Programm
(www.ebi.ac.uk/clustalw) angefertigt. Die entsprexatien Promotor-Sequenzen (jeweils 1 kb
vor dem Transkriptions-Start) der Orthologenpaarerden von der Ensembl Genom-
Datenbank (www.ensembl.org, Ensembl release 502008) bezogen.

2.3.23. Luciferase-Genreporter-Assay

Dieser Assay wird unter anderem zur Bestimmung sperzifischen Promotoraktivitdt von
Transkriptionsfaktoren verwendet. Dabei wird dieanalysierende Promotorsequenz vor die
Sequenzen, die fur das lumineszierende Reporteiprbticiferase kodieren, kloniert. Besitzt

die Promotorsequenz spezifische BindungsstellenTfanskriptionsfaktoren kommt es zur
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Expression des Reporters, mit dessen Hilfe die (fim@rung der transkriptionellen
Aktivitat ermoglicht wird.

Die zu untersuchenden Promotorbereiche wurden Maevendung der Pfu-Polymerase von
genomischer DNA amplifiziert (siehe 2.3.16.1) umd das Reporterplasmid pGL4.10
(Promega, Mannheim) kloniert. Fur den Assay wur&d3T3 undyNX-eco als Zielzellen
verwendet. Die Zellen wurden unter Verwendung vipofectamine 2000/ (NIH3T3) bzw.
Effectene ¢{NX-eco) nach Angaben des Herstellers transfizieem Transfektionsgemisch
wurde zudem das Plasmid pGL4.74 (Promega, Mannhginginem Verhaltnis von 1:10
(NIH3T3) und 1:30 yNX-eco) zum Reporter-Plasmid beigemischt. Das PlgsL4.74
enthalt Sequenzen, die fur ein zweites luminesadgeReporterprotein kodieren, welches
unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven Promotosseht. Mit Hilfe dieses zweiten
Reporterproteins ist es moglich eine Normalisierhimgichtlich der Transfektionseffizienzen
durchzufiihren. 100 pl des Transfektionsgemischesdavu in die Vertiefung einer 24-
Lochplatte vorgelegt und anschlieBend SxHelzellen in einem Volumen von 500 pl
Zellkulturmedium zugeben. Die Zellen wurden fur #8im Inkubator inkubiert. Die
Nachweisreaktion der Promotoraktivitét erfolgte mém Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega, Mannheim) nach Angaben des HerstelDie Messung der
Biolumineszenz erfolgte im GloM&% 20/20 Luminometer (Promega, Mannheim). Zur
Normalisierung der Messwerte wurde das Verhdltnigischen dem Messwert des

Reporterplasmids und des Kontrollplasmids gebildet.
2.4. Proteinbiochemische und immunologische Metheah

24.1. Herstellung polyklonaler Antiseren

Die Herstellung polyklonaler Antikorper erfolgte rdh Peptid-Immunisierung von
Kaninchen. Es wurden Peptide ausgewabhlt, fur die siarke Immunantwort zu erwarten war
und aufRerdem keine Homologien zu anderen bekanRigptidsequenzen aufwiesen.
Hinsichtlich dieser Kriterien wurde vor der Auswatiér Peptide eine bioinformatische
Analyse der Protein Primarsequenz mit den ProgramANTIGENIC (http://srs.ebi.ac.uk)
und Clustalw2 (http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalm@lex.html) durchgefiihrt. Die Synthese
der Peptide sowie die Immunisierung der Kaninchdolgie in Zusammenarbeit mit der
Firma Davids Biotechnologie (Regensburg). Den Rleptiwurde an jeweils einem Terminus
ein zusatzlicher Cystein-Rest angefligt. Die Pefdaidsen sich Uber die Sulfhydrygruppe des
Cysteins kovalent an ein gréReres Protein koppem, somit die Immunantwort des

Kaninchens zu verstarken. Ferner erlaubt das aggeflystein eine spatere Kopplung des
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Peptids an eine Festphase, mit Hilfe derer dieitkspezifischen Antikorper aufgereinigt
werden koénnen. Vor der Immunisierung wurde den Helmen Primarserum abgenommen.
Nach beendeter Herstellung der Antikdrper im Kaherc wurde das Serum mit dem
Primarserum hinsichtlich einer veranderten Readktivim Western Blot (2.4.3.) getestet.
Wurde hierbei eine spezifische Reaktivitdt des @eruermittelt, wurde mit der

Affinitatsreinigung des polyklonalen Antikbrpersgmamnen.

2.4.2. Affinitatschromatographische Aufreinigung won Antiseren

Bei der affinitatschromatographischen Aufreinigungn Antiseren werden aus der
Gesamtheit der in einem Antiserum vorhandenen Anpidr, alle fir ein bestimmtes Epitop
spezifischen Antikorper aufgereinigt. Die Peptideraen hierfur zundchst immobilisiert, so
dass die spezifische, polyklonale Antikorperpopafatdaran binden kann. Anschlie3end
werden alle anderen Bestandteile des Antiserunchduehrfache Waschschritte entfernt und

die spezifischen Antikdrper kdnnen eluiert werden.

2.4.2.1. Immobilisierung von Peptiden

Probenpuffer:
0.1 M Natriumphosphat

5 mM Na-EDTA (pH 6,0)

Kopplungspuffer:
50 mM Tris/HCI (pH 8,5)
5mM Na-EDTA

Waschpulffer:
1M NacCl

0.05% Natriumazid

Bevor das Peptid an die Matrix gekoppelt werdennkenmusste die Sulfhydrylgruppe des
terminalen Cysteins reduziert werden. Zur Reduktiamden 350 mg des Peptids in 1 ml
Probenpuffer aufgenommen. Nun wurden 6 mg 2-Meomdpylamine hinzugefugt. Zur
Reduktion wurde die Lésung 90 min bei 37°C auf deollschittler inkubiert. Wéahrend
dieser Inkubationszeit wurde die SulfolfhMatrix (Perbio, Bonn) prapariert. 4 ml der
Sulfolink®-Suspension wurden in eine 4 cm PolySk&aule (BioRad, Miinchen) gefiillt. Die
Saule wurde in ein Stativ gespannt und die Matfixn3n zum Absetzen stehen gelassen.
Nach dieser Inkubation wurde der Lagerungspuffegelssen und das Gel mit 8 ml

Kopplungspuffer equilibriert. Nach der 90-minitigBeduktionsreaktion des Peptids wurde
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die Reaktionslosung auf RT abgekihlt. Nun erfoldige Entsalzung der Reaktionslésung.
Hierfur wurden 5 ml ZeBfaEntsalzungssaulen (Perbio, Bonn) verwendet. DideBavurde

in ein 15-ml-Reaktionsgefal® gestellt, welches zwaroder 14-ml-Markierung abgeschnitten
wurde. Zum Entfernen der Lagerungslosung wurdeSdiele bei 2400 rpm in einer Rotofix
32-Zentrifuge mit einem 1619-Rotor 2 min zentrieigi Anschlielend wurde das
Reduktionsgemisch zentral auf die Matrix aufgetragead fur weitere 2 min zentrifugiert.
Das reduzierte und entsalzte Peptid befand sichmuwurchfluss. Zur Kopplung des Peptids
an die Matrix wurden beide Lésungen in der PolyBr8aule zusammen fiir 15 min unter
standigem Drehen inkubiert. AnschlieRend wurdeS#iale fir 30 min in aufrechter Position
in ein Stativ gespannt. Samtlicher Puffer wurddegnt, ohne dabei die Saule trocken laufen
zu lassen. Nun wurde die Matrix mit 6 ml Kopplunger gewaschen. Zur Blockierung
ungenutzter Bindungsstellen der Martix wurde die#el5,8 mg L-Cystein versetzt, welches
zuvor in 2 ml Kopplungspuffer gelést wurde. Matixd Cystein-Loésung wurden 15 min
unter standigem Drehen inkubiert. AnschlielBend wuwlee Saule fir 30 min in aufrechter
Position in ein Stativ gespannt. Nicht gebundengstéh wurde mit 12 ml Waschpuffer von
der Matrix gewaschen. Anschliel3end wurde die Matrt 12 ml Elutionspuffer gewaschen.
Es folgte ein abschlie3ender Waschschritt mit @B$. Bis zur weiteren Verwendung wurde
die Matrix mit 2 ml PBS Uberschichtet, mit dem Delckerschlossen und bei 4°C gelagert.

2.4.2.2. Immunaffinitditschromatographie

Elutionspuffer:

0.1 M Glycin
1M HCI (pH 2,5)

Neutralisationspuffer:

1M Natriumphosphat
1M Tris/HCI (pH 8,5)

Die Inkubation des Serums mit der Matrix erfolgte Batch-Verfahren. Hierfir wurde die
Peptid-gekoppelte Matrix (siehe 2.4.2.1.) in 10RBIS resuspendiert. Die Suspension wurde
in ein 15-ml-Reaktionsgefald dberfihrt und die Matm einer kurzen Zentrifugation
sedimentiert. Das PBS wurde abgenommen und 10 sntwleeinigenden Serums zur Matrix
gegeben. Serum und Martix wurden Uber Nacht beiutiter standigem Mischen inkubiert.
Am nachsten Tag wurde die Suspension in die PgiypBule tberfihrt. Das 15-ml-

Reaktionsgefall wurde mit 12 ml PBS gespilt, umreMaterialverlust zu minimieren. Die
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Martix wurde mit insgesamt 24 ml PBS gewaschen. Numrde jeweils 1 ml des
Elutionspuffers auf die Matrix gegeben. Um eine &tiung der eluierten Antikorper durch
den sauren pH-Wert des Elutionspuffers zu vermeidemde die Fraktionen der Elution in
1.5-ml-ReaktionsgefaRen gesammelt, in denen ber@@sul Neutralisationspuffer vorgelegt
worden war. Die eluierte Antikérperlosung wurdeosbauf Eis gestellt. Es wurden insgesamt
10 Fraktionen gesammelt. Um Festzustellen welcheFdzktionen den hochsten Gehalt an
Antikorper aufwiesen, wurden jeweils 10 pl der Etuau 100 pl Bradford-Reagenz gegeben
(BioRad, Miinchen). Das Bradford-Reagenz wurde zuwor Verhdltnis 1:5 mit KO
verduinnt. Zwei der Eluate mit der hochsten Antikikonzentration wurden fir die
anschlieBende Dialyse vereint. Fiir die Dialyse enrdlide-A-Lizef-Dialysekassetten
(Perbio, Bonn) verwendet. Die vereinten Eluate wardmit einer Kanile in die
Dialysekassetten eingebracht, ohne dabei die Mamrebeschadigen. Die Dialyse erfolgte
zweimal gegen 2 | PBS fur 12 h im Kuhlraum. Derlyigerten Antikorperlésung wurde
10%iges Natriumazid bis zu einer Endkonzentration ¥.02% zugesetzt. Der Affinitats-

gereinigte Antikorper wurde bis zur weiteren Verdeng bei 4°C gelagert.

2.4.3. Western-Blot-Analyse von Proteinen

Mit Hilfe der Western-Blot-Analyse kdnnen Proteiterch einen spezifischen Antikdrper in
einem komplexen Proteingemisch nachgewiesen werdgerfir werden die Proteine
zunachst nach ihrer relativen Gréf3e aufgetrenntdaméch auf einer Nitrozellulosemembran

immobilisiert. Der spezifische Nachweis erfolgt elmgel3end mit einem Immunoblot.
2.4.3.1. Herstellung von SDS-Ganzzellextrakten

SDS-Lysispuffer:

2 % (wiv) SDS
62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8)
10 % (v/v) Glycerin

Nach zweimaligem Waschen des Zellrasens mit PBSlevudie Zellen in einem Volumen

von 1 ml PBS mit einem Zellschaber vom Boden dedkdleurgefalles gelést. Die

Zellsuspension wurde dann in ein 1,5-ml-Reaktiofégéiberfihrt und die Zellen 3 min bei
5000 min* in der Tischzentrifuge sedimentiert. Nach Entfeipdes PBS wurden die Zellen
mit einem geeigneten Volumen Lysispuffer aufgesstdn. Die Degradierung der DNA
erfolgte durch Ultraschallbehandlung. Hierzu wudds Lysat zweimal mit jeweils 15 St63en
bei einer Amplitude von 60 % behandelt (Ultrasghraltessor, Fa. Dr. Hirschler, Bonn). Nun
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wurden 2 pl des Rohlysats fur eine Proteinbestingnalngenommen. Dem Lysat wurden
anschlieBend 0,5 pl einer mit Bromphenolblau giggétt, ethanolischen Losung zugesetzt.
Die Probe wurden abschlieRend 5 min bei 95°C deieatuauf Eis abgekihlt und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.4.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration von Qazzellextrakten

Zur Proteinbestimmung wurde das Pi6r&CA Protein Assay Kit (Perbio, Bonn) benutzt.
Hierzu wurde zunéchst die Detektionsldsung nachabeg des Herstellers hergestellt. Fur
jede zu messende Probe wurden 200 ul Detektioresmeag der Vertiefung einer 96-Loch-

Platte vorgelegt. Anschlie3end wurden 2 pul desdirlysates hinzugefigt. Fir die Erstellung
einer Eichgrade wurden im Duplikat jeweils 2 plexiBBSA-LOsung mit einer Konzentration

von jeweils 1 pl, 2 pl, 5 pl und 10 pl mit 200 erdetektionslosung vermischt. Die Proben
wurden fur 1 h bei RT inkubiert. AnschlieRend egtel eine Extinktionsmessung bei 562 nm

im Photometer (Eppendorf, Hamburg).
2.4.3.3. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDSAIBE)

Trenngel (8% Acrylamid):

8 % (W/v) Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
0,4M Tris/HCI (pH 8,8)

0,05 % (w/v) SDS

0,05 % (w/v) Ammoniumpersulfat

Sammelgel:

5 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
0,2M Tris/HCI (pH 6,8)

0,05 % (w/v) SDS

0,05 % (w/v) Ammoniumpersulfat

Laemmli-Lauf-Puffer:

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

25 mM Tris/HCI (pH 8,3)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer relativérof3e erfolgte mittels einer
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel-Elektropho(&$2S-PAGE). Hierzu wurden die zu
untersuchenden Proteinproben fur 5 min bei 95°Gtztytum die Proteine vollstéandig zu

denaturieren und sie mit einer zu ihrer Grol3e prtopwalen Ladung zu bestticken. Fur die
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Gelelektrophorese wurden Minigelkammern Model SE@&0Firma Hoefer (GE-Healthcare,
Freiburg) verwendet. Die Laufstrecke im Sammelgatrdy 0,5 cm, im Trenngel 6 cm. Es
wurden jeweils 20 pg Protein ausgetragen. Das De&nnwurde durch Mischen
entsprechender Mengen®, Acrylamidmix (National Diagnostic, USA), Trenngeffer, 10

% SDS-L6sung, 10 % Ammoniumpersulfat-Losung und HEMSigma-Aldrich, Minchen)
angesetzt, zwischen die in den Giel3stand eingespalasplatten gegossen und myOH
Uberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngelsdevudas Wasser entfernt, ein
Probentaschenkamm in die Gelkammer eingesetzt wsd Shmmelgel gegossen. Nach
Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm enfferdie Gelapparatur
zusammengesetzt und die Pufferreservoirs mit Ldtdpwgefillt. AnschlielBend wurden 20
png Protein pro Spur geladen. Zur Bestimmung der ekldhrgewichte wurde der
Molekulargewichtsstandard Full Range Rainbow RPN8@RE-Healthcare, Freiburg)
aufgetragen. Die Proteine wurden bei 25 mA/Geldéir 60 min aufgetrennt, bis die blaue
Lauffront das Gelende erreicht hatte. Der Nachwieis gelelektrophoretisch aufgetrennten
Proteine erfolgte entweder mittels Commassie BAntliBlue (siehe 2.4.4.4.) oder durch eine

Immunoblot-Analyse (siehe 2.4.3.5.).

2.4.3.4. Semi-Dry-Transfer von Proteinen auf Nitroellulosemembranen

Transfer-Puffer:

48 mM Tris

39 mM Glycin
0.04 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Methanol

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die Prot@meSemidry-Blotverfahren auf
Hybond-ECI Nitrozellulose-Membranen (GE-Healthcafageiburg) transferiert. Fur den
Transfer wurde die Nitrozellulose- Membran und vi@gMM-Whatmann-Filter (VWR,

Darmstadt) auf GelgroRe zugeschnitten und in Teapsffer eingeweicht. Die Membran
wurden zuvor 5 min in Wasser durchfeuchtet. Auf derodenseite der Blotapparatur
(BioRad, Miunchen) wurde folgender Aufbau vorgenomnaaf zwei 3MM-Whatmann-Filter
folgte die Nitrocellulose-Membran, das Gel wurddtbiasenfrei aufgelegt und mit zwei
3MM-Whatmann-Filter bedeckt. Nach Aufsetzen derhae erfolgte der Transfer mit 0,8
mA/cn? fir 2 h.
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2.4.3.5. Immunoblot-Analyse

WB-Waschpuffer:

1x PBS

0.05% Tween-20
ECL-LGsung:

0,1M Tris/ HCI pH 8,5
1,25 mM Luminol

0,45 mM p-Cumarinsaure
0.09 % HO,

WB-Blockierungspuffer:
1x WB-Waschpuffer
5% (w/v) Magermilchpulver

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran &drese zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen fur 30 min bei Raumtemperatur in -BIBckierungspuffer inkubiert. Der
Primar-Antikbrper wurde in einer fir jeden Antikérmp spezifischen Verdinnung in
Blockierungspuffer bei 4°C uber Nacht mit dem Filtekubiert. Uberschiissiger Primér-
Antikérper wurde durch achtmaliges Waschen a 5 minWB-Waschpuffer entfernt. Der
entsprechende Meerrettichperoxidase-gekoppeltendéke Antikorper (DAKO, Glostrupp)
wurde, wenn nicht anders angegeben, im Verhalt#80D in Blockierungspuffer verdinnt
und mit dem Filter bei RT fur 60 min inkubiert. Aiiie3end wurde der Filter achtmal 5 min
mit WB-Waschpuffer gewaschen. Die ECL-L6sung wudldekt vor der Detektion angesetzt.
Es wurden 4 ml ECL-LOsung direkt auf die Membrargegeen und 4 min inkubiert.
Anschlie3end erfolgte die Detektion durch das Agdie eines Rontgenfilms.

2.4.3.6. Entfernung von Antikdrper von Nitrozellulosemembranen

Stripping-Puffer:

100 mM 2-Mercaptoethanol
2 % (w/v) SDS
62,5 mM Tris/HCI (pH 6,7)

Um sekundare sowie priméare Antikorper wieder vorr detrocellulose-Membran zu
entfernen, wurde die Membran zunachst 15 min in Waschpuffer gewaschen. Mit 10 ml
Stripping-Puffer wurde die Membran 30 min bei 50ACHybridisierungsofen inkubiert und
vor einem erneuten Blockierungsschritt nochmalshirb mit WB-Waschpuffer gewaschen.
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2.4.4, Zweidimensionale Gelelektrophorese

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese weréeateine einer Probe nach zwei
verschiedenen Parametern aufgetrennt. Zuerst erfohg isoelektrische Fokussierung der
Proteine, hierbei erfolgt die Trennung der Protem#grund ihrer Eigenladung. Die so
getrennten Proteine werden anschlieRend in eine®-BBAGE (siehe 2.4.3.3.) nach ihrer
relativen GroRRe aufgetrennt. Diese Methode erlaedbtunter Umstanden verschiedene

Proteinisoformen bzw. posttranslationale Modifikatn darzustellen.

244.1. Herstellung von  Ganzzellextrakten fur die zweidimensionale
Gelelektrophorese

Lysepuffer:

8 M Harnstoff
30 mM Tris

15 mM EDTA

Waschpuffer:

7M Harnstoff
2M Thioharnstoff
0,3 % CHAPS

20 mM DeStreak

Fur die Zelllyse wurde jeweils eine konfluente T-Zé&llkulturflasche verwendet. Der
Zellrasen wurde zunéchst zweimal mit 20 ml auf 378@varmten PBS gewaschen.
Anschliel3end wurde die Flasche fir 1 Minute in ectite Position gestellt, so dass sich
rechtlicher Puffer am Boden der Flasche absetzemtko Der restliche Puffer wurde
quantitativ entfernt. Auf die Zellen wurde nun 5@0 Lysepuffer gegeben und durch
langsames Schwenken der Flasche gleichméalRig auf Zddimasen verteilt. Die Lyse der
Zellen erfolgte Uber Nacht bei -20°C. Die Zellkuftasche befand sich dabei in waagerechter
Position, um eine gleichmallige Verteilung des Lyffeps zu gewéhrleisten. Am nachsten
Tag wurde die Flasche aus dem Gefrierschrank gemommnd 45 min auf dem
Schwenkschuttler inkubiert. Mit dem Zellschaber e nun die Zellen vom Boden der
Flasche gelost und das Lysat in einer Ecke derchktagusammengefihrt. Durch leichtes
Schwenken der Flasche wurden nun grof3e Teile smmgischen DNA vom Lysat abgetrennt
und das Lysat quantitativ in ein 1,5-ml-Reaktiori@8etiberfuhrt. Es folgte die Zugabe von
125 pl 9,8 M Harnstoff/ 6 % CHAPS und 15,76 pl DeSk" (GE-Healthcare, Freiburgpas
Lysat wurde nun fir 1 Stunde auf dem Schwenksdahtittkubiert. AnschlieRend wurde das

Lysat in ein grol3eres Reaktionsgefald gefillt unadvesden 2188 ul 7 M Harnstoff / 2 M
48



Material und Methoden

Thioharnstoff sowie 16, 2 ul DeStreakund 30 pl 2 M Tris hinzugefiigt. Restliche DNA
wurde nun bei 16000 g fir 15 min in der Tischzénge sedimentiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und mit dem Ultraschallprozessor beltames Lysat wurde nun fir weitere
45 min auf dem Schwenkschiittler inkubiert und alis@knd mit einer Vivaspiff' 500-Saule

(Sartorius, Aubagne Cedex) auf ca. 100 pl eingeddag Lysat wurde zweimal mit jeweils
500 pul Waschpuffer versetzt und anschliel3end adfpd@ingeengt. Anschlie3end wurde die

Proteinkonzentration (siehe 2.4.3.2.) bestimmit.
2.4.4.2. Isoelektrische Fokussierung

Rehydrierungspuffer pH 4-7:
8M Harnstoff
2M Thioharnstoff

Fir die Isoelektrische Fokussierung wurden 7-cm-amiline™ pH-Bereich 4-7 Drystrips
verwendet (GE-Healthcare, Freiburg). Die getrocknetGelstreifen wurden vor der
Fokussierung rehydriert. Es wurden 25 pg Protem @elstreifen aufgetragen. In einem
Gesamtvolumen von 150 pl wurden noch 0,81 pl IP@ePpH-Bereich 4-7) und 3,6 pl
DeStreak (GE-Healthcare, Freiburg) zugesetzt. Zuletzt wurGetstreifen und Probe mit 2
ml Cover Fluid" (GE-Healthcare, Freiburg) (iberschichtet. Der dertbefilllte
Gelstreifenhalter wurde auf die IPGpHA(GE-Healthcare, Freiburg) gelegt und das folgende
Programm gestartet:

Rehydrierung 12 h 50 mA bei max. 20 °C
1. Schritt (Step and hold): 1h bei 500 V

2. Schritt (Step and hold): 1 h bei 1000 V
3. Schritt (Step and hold 5): h bei 8000 V

Nach der Isoelektrischen Fokussierung wurden dist@den umgehend fur die Trennung in

der zweiten Dimension verwendet oder bei -20 °Czbrsweiteren Verwendung eingefroren.
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2.4.4.3. Gelelektrophoretische Auftrennung isoelekisch fokussierter Proteine

Aquilibrierungspuffer:

50 mM Tris/HCI (pH 8,8)
6 M Harnstoff

30 % (viv) Glycerin

2 % (wWiv) SDS

Bromphenolblau
frisch vor dem Gebrauch hinzugeflgt:
10 mg/mi DTT
25 mg/ml lodacetamid

Fur die elektrophoretische Auftrennung in der zemitDimension wurden 8%ige
Polyacrylamidgele verwendet. Nach beendeter Istrdeker Fokussierung wurden die
Gelstreifen  zunachst in 3 ml DTT-haltigem Aquildungspuffer in einer
Hybridisierungsflasche fur 12 min inkubiert. Esgi@ eine weitere Inkubation fir 12 min mit
3 ml lodacetamid-haltigem Aquilibrierungspuffer. ddader Inkubation wurde der Puffer
vorsichtig abgegossen und der Gelstreifen in Latépgewaschen. Die Gelstreifen wurden
vor dem Aufbringen an den Enden um jeweils 5 mmigak Der Gelstreifen wurde dann mit
der Folie auf die langere der beiden GlasplatterCie’kassette gelegt mit 100 pl Laufpuffer
befeuchtet und mit einem Mikrospatel auf das oligrde des Polyacrylamidgels geschoben,
ohne dass dabei Luftblasen zwischen Gelstreifen Gieldgelangten. Neben das anodische
Ende des Gelstreifens wurde ein Filterpapierstneifier mit 5 pl Proteinmarker beladen war,
aufgebracht. Gelsteifen und Filterpapier wurdenndait 1,5 ml 0,5% Agarose Uberschichtet
und Luftblasen mit dem Mikrospatel entfernt. Dad @arde in die Laufkammer gespannt
und die Elektrophorese gestartet. Es wurde eirmriStérke von 25 mA pro Gel angelegt. Die
Gele liefen so lange, bis der interne Standard Blemphenolblau-Bande aus dem Gel
gelaufen war. Die Detektion der aufgetrennten Fmeterfolgte im Western-Blot-Verfahren
(siehe 2.4.3.) oder durch eine Farbung@utnassie Brilliant Blue (siehe 2.4.4.4.).

2.4.4.4. Coomassie Brilliant Blue-Farbung von PAGHEselen

Nach beendeter Elektrophorese wurden die Gele aus Gelkammern genommen. Die
Glasplatten wurden vorsichtig aufgehebelt. Das el@lende wurde mit 4@ befeuchtet und
das Sammelgel mit einem Mikrospatel abgetrennt. Wurde das Gel vorsichtig in eine mit
250 ml Fixierlésung (40% (v/v) Ethanol, 10% (v/vs€&ssig) beflllte Farbewanne gelegt. Das
Gel wurde fur 30 min in der Fixierldsung inkubiddanach wurde die Fixierlésung durch 250
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ml Coomassie-Farbeldsung (0,25% (w/v) Coomassie Bel250, Sigma) ersetzt. Das Gel
wurde 2 h lang in der Farbeldsung inkubiert, unesdianschlieiend abgegossen. Das Gel
wurde nun 1 min in Entfarbelésung (25% (v/v) Metbla 10% (v/v) Eisessig) und dann tber
Nacht in 25% (v/v) Methanol entfarbt und anschéie®in HO gelegt.

2.4.5. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Der auch als ,Band-Shift“-Assay bezeichnete EMS#ntdem spezifischen Nachweis der
Bindung von Proteinen an DNA. Hierbei wird ein ZXZeln-Extrakt, welches das zu
analysierende Protein enthalt, und ein radioaktarkiertes DNA-Fragment, welches die zu
analysierende spezifische DNA-Sequenz enthalt,inereBindungsreaktion inkubiert. Das
Reaktionsgemisch  wird anschlieBend mit Hilfe einarativen Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Bei einer speziiscBindung beobachtet man hier eine
Verschiebung der markierten Bande in den hoherrtdeén Bereich (,Band-Shift").

2.45.1. Herstellung von Zellkern-Extrakten

Hypotoner Lysepuffer:

10 mM HEPES/KOH (pH 7,9 bei 4°C)
1,5 mM MgC}

10 mM KCL

frisch vor dem Gebrauch hinzugeflgt:

0,5 mM DTT

0,2 mM PMSF

Hypertoner Lysepuffer:

20 mM HEPES/KOH (pH 7,9 bei 4°C)
25 % Glycerol

420 mM NacCl

1,5 mM MgCh

0,2 mM EDTA

frisch vor dem Gebrauch hinzugeflgt:

0,5 mM DTT

0,2 mM PMSF

Es wurden kultivierte, subkonfluente Zellen fur dig¢erstellung der Zellkernextrakte
verwendet. Die Zellen wurden zweimal mit 5 ml elslsm PBS gewaschen. Anschliel3end
wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Bodes KulturgefaRes geldst. 2X¥1@urden

in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald tberfuhrt und fur Sirbei 3300 g und 4°C pelletiert. Der
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Uberstand wurde quantitativ entfernt. Die Zellenrdan nun in einem Volumen von 400 pl
im hypotonen Lysepuffer durch vorsichtiges Pipettneresuspendiert und fur 15 min bei RT
inkubiert. Nun erfolgte die Zugabe von 25 ul eit®oigen (v/v) NP-40-Lésung. Die Probe
wurde anschlieRend fir 10 s bei maximaler Umdrehaufgdem Vortexer durchmischt. Es
folgte eine Zentrifugation fiir 1 min bei 8000 g WfLC. Der so erhaltene Uberstand stellt die
zytosolische Fraktion dar und wurde verworfen. Beeimentierten Zellkerne wurden in 20-
40 pl hypertonen Lysepuffer resuspendiert und 16 bei 4°C inkubiert. Anschlie3end
wurden Zelltrimmer fir 15 min bei 10000 g und 4°zentrifugiert. Der nun erhaltene
Uberstand stellt das Kernextrakt dar. Es wurde Rlieteinkonzentration mit Hilfe des
Bradford-Protein-Assays (BIORAD, Minchen nach Argraldes Herstellers bestimmt und
die Extrakte in flussigem Stickstoff eingefrorerdunis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.

2.4.5.2. Hybridisierung von komplementéren Oligonkleotiden

Die lyophilisierten Oligonukleotide (Con+, Con-, My Mut-, siehe Anhang) wurden in einer
Konzentration von 20 pmol/ pl in Oligonukleotid-lexgngspuffer (10 mM Tris/HCI (pH 7,0),
1 mM EDTA) resuspendiert. In einem 1,5 ml-Reaktgefald wurden 25,6 ulJ vorgelegt
und jeweils 4 ul der Oligonukleotidlésungen hinZiige. Es erfolgte die Zugabe von 1,6 pul
0.5 M NacCl, 4,0 pl 100 mM Tris/HCI (pH 7,5) und 0,8 50 mM EDTA (pH 8,0). Die
Reaktionslésung wurde gemischt und fir 2 min in @57C warmes Wasserbad gestellt.
Anschliel3end wurde das Reaktionsgefald in ein at€ @warmtes Wasserbad gestellt. Das
Wasserbad wurde ausgeschaltet und mitsamt der iBeslkisung innerhalb von 2-3 h auf RT
abgekuhlt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosuirgl® min auf Eis gestellt. Fur die

weitere Verwendung wurde die Losung aliquotiert bed-20°C gelagert.

2.45.3. Herstellung von y->*P]-markierten Oligonukleotiden

Es wurden 2 ul komplementaren Oligonukleotidenr(@iul bzw. 4 pmol/ul zu markierende
5’-Enden) in einem Reaktionsgefald vorgelegt. Af &ifolgte die Zugabe von 2 ul 10x T4
Polynukleotid Kinase Reaktionspuffer (New Englandl&bs, Frankfurt a. M.), 11 plJ, 3

ul 5-[y->*P] ATP (3000 Ci/mmol) und 2 pl T4 Polynukleotid lise (10000 U/ml, New
England Biolabs, Frankfurt a. M.). Die Reaktionslig wurde 60 min bei 37°C inkubiert.
Zur Inaktivierung der Kinase wurden anschlieBendl 0,5 M EDTA (pH 8,0) hinzugeflgt.
Zum Entfernen nicht-eingebauter Nukleotide wurdeobE Quant G-50 Mikroséulen (GE-
Healthcare, Freiburg) nach Angaben des Herstellensendet. Das Elutionsvolumen betrug

50 pl. 1 pl der erhaltenen Losung wurden in 3 mht8lations-Losung gegeben und die
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Cerenkow-Counts mit Hilfe des ,easy-count”-Prograsnm Szintillations-Zahler (Beckman
Coulter GmbH, Krefeld) bestimmit.

2.4.5.4. Bindungsreaktion

3x Bindungspuffer:

60 mM HEPES/KOH (pH 7,9 bei 4°C)
180 mM KCI

3mM DTT

3 mM EDTA

900 pg/ml BSA

36 % (V/v) Glycerol

Jede Bindungsreaktion wurde in einem Gesamtvolummen 21 pl angesetzt und auf Eis
zusammen pipettiert. Es wurden 7 pl 3x Bindungsgufforgelegt. Zur Blockierung

unspezifischer DNA-Bindung wurde zu jeder Probey@@itC)-Losung (Roche, Karlsruhe)

zu einer Endkonzentration von 50 ng/pul gegeben. ndeh Zusammensetzung der
Bindungsreaktion erfolgte nun die Zugabe von 2 gilkérnextrakt (1,5 pg/ul, siehe 2.4.5.1.),
1 pl nicht-markierter Oligonukleotid-Losung (2 prpd) und 1 pl markierter Oligonukleotid-

Lésung (100000 cpm/ul, siehe 2.4.5.3.). Das rdwmtlidolumen wurde mit HO aufgefillt.

Die Bindungsreaktion erfolgte fir 60 min auf Eis.
2.45.5. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

10x TBE-Puffer:

890 mM Tris
890 mM Borsaure
20 mM EDTA

Ein 4%iges Polyacrylamid-Gel wurde am Tag vor detet@ktrophorese durch Mischen von
13,33 ml Protogel-Losung (30 %, National Diagnqdti§A), 5 ml 10x TBE-Puffer, 81,67 ml
H.O, 600 ul APS (10%) und 100 ul TEMED hergestelltdum eine vertikale
Gelelektrophorese-Apparatur (20 cm x 20 cm) gegod3e Polymerisation des Gels erfolgte
bei 4 °C uber Nacht im Kuhlraum. Vor dem Auftragéer Bindungsreaktions-Losungen
erfolgte eine Aquilibrierung des Gels durch einesrl®uf. Hierfur wurde zunéchst der Kamm
aus dem Gel gezogen und die Taschen mit 0,5 x TitefPgespllt und anschlieRend 10 pl
1x DNA-Ladepuffer (siehe 2.3.9.) in eine Taschegatragen. Fir die Elektrophorese wurde
0,5-facher TBE-Puffer als Laufpuffer verwendet. DMarlauf erfolgte fir 45 min bei 200V.
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Die elektrophoretische Auftrennung der Bindungstiealen erfolgte fur 2 h bei 250 V. Nach
beendeter Elektrophorese wurde das Gel fur 2 rdenof Geltrockner (BIORAD, Minchen)
unter Vakuum bei 80°C getrocknet. Das getrocknetbv@irde in eine Rontgenfilmkassette

Uberfuhrt und es erfolgte zunéchst ein Rontgeniibar Nacht bei -80°C exponiert.

2.4.6. Immunzytochemische Farbung von Zellen

Zellen wurden auf Vierkammer-Objekttragern (NundeS¥baden) ausgesat. Vor der Farbung
wurde zweimal mit jeweils 750ul PBS gewaschen. AhsBend wurden die Zellen mit 4%
Formaldehyd in PBS fiir 15 min bei RT fixiert. Dahagurden die Zellen dreimal mit jeweils
750 ul PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung wudierZellen mit 0.1% Triton X-100 in
PBS fur 15 min bei RT behandelt und anschlieBerglnad mit jeweils 750 pl PBS
gewaschen. Zur Absattigung unspezifischer Bindueiea wurden die Zellen mit 1% (w/v)
BSA in PBS fur 30 min bei RT inkubiert. Der primafatikbrper wurde in geeigneter
Verdinnung in 1% (w/v) BSA in PBS verdinnt und 90rmin bei RT inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurden die Zellen viermal mit 750 pl PB&vaschen. Der sekundéare Antikorper
(Alexa Fluof® 488 donkey anti-rabbit IgG) wurde im Verhaltnis A05in 1% (w/v) BSA in
PBS verdiinnt und fir 90 min im Dunkeln mit den &elinkubiert. Die Zellen wurden nun
einmal mit 750 pl PBS gewaschen. Zur unspezifisdi@ung der Zellkerne wurden 2 pl
DAPI-Farbelésung in 10 ml PBS verdinnt und jew8® pl dieser Lésung auf die Zellen
gegeben und 1 min bei RT inkubiert. AnschlieBendden die Zellen dreimal mit 750 ul PBS
gewaschen. Zur Entfernung der Plastikkammern van @dbjekttrager wurden 500 ul 70%
Ethanol in die Kammern geflllt und 10 min inkubiebies fihrte zu einer Auflosung des
Klebstoffes, so dass die Plastikkammern entferntder konnten. Restliche Klebereste
wurden mechanisch entfernt. Die Zellen wurden died®énd in jeweils 30 pul Mowiol (siehe
2.4.7.) eingebettet und bis zur Begutachtung aeneidunklen Ort gelagert. Die geféarbten
Zellen wurden bei 40facher VergroRerung im Fluczaegmikroskop (Fa. Leica, Type DM
LB) begutachtet. Die Bildaufnahme erfolgte mit dehgitalen Bildverarbeitungssystem
KAPPA (KAPPA opto-electronics GmbH, Gleichen).

2.4.7. Herstellung von Mowiol

Zur Herstellung der Mowiolldsung wurden zuvor 6g/€drin mit 2.4 g Mowiol Typ 4-88 in
einem 50-ml-Reaktionsgefald verrihrt und nach Zugaba 6 ml HO auf einem

Drehschittler vermischt. Nach Zugabe von 12 ml 20@ Tris/HCI (pH 8,5) wurde die
Lésung fir 10 min auf 50°C erwarmt und nach dem i&idén auf RT 15 min mit 5000 rpm
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abzentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen, deretstand bei -20°C aufbewahrt. Die

jeweilige Gebrauchslésung wurde bei 4°C gelagedtvwor Gebrauch auf RT erwarmt.

2.4.8. Immunhistochemische Farbung von Paraffinsetitten

Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Gewebes#thrwurden zunachst deparaffiniert und
anschlielend im Dampfdruckinkubator (BioGenex, 8amon, USA) flir 5 min in Zitrat-
Puffer (BioGenex, San Ramon, USA) bei 125°C inkubiDie Schnitte wurden nun dreimal
fur 3 min mit TBS, 0.05% Tween 20 gewaschen. Endedeeroxidase-Aktivitdt wurde durch
eine Behandlung mit 100 pl DAKO REAY  (Fa. DAKO, Glostrupp) nach
Herstellerangaben blockiert. AnschlieRend wurdenSthnitte wiederum dreimal 3 min mit
TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit dem priméarentil&mper erfolgte in einer
Verdinnung von 1:500 Uber Nacht bei 4°C. Anschlel3@urden die Schnitte dreimal 3 min
mit TBS-T gewaschen. Die Schnitte wurden 15 min R&i mit 150 pl DAKO REALM
Envision™/HRP (Fa. DAKO, Glostrupp) inkubiert und erneutidral 3 min mit TBS-T
gewaschen. Zur Detektion wurde 10 min mit DAB (€Baminobenzidine inkubiert.
Anschliel3end wurde eine Gegenfarbung mit Mayers-daam-Losung (Merck, Darmstadt)
durchgefuhrt, hierfir wurden die Schnitte fir 2 & der Hemalaun-Losung behandelt und

anschlieBend mit $#D 2 min gewaschen.
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3. Ergebnisse

3.1 Retrovirale cDNA-Expressionsklonierung von Rto-Onkogenen

Das Ziel dieses Promotionsvorhabens war es, neo®-Pnkogene zu identifizieren, die

maoglicherweise eine Rolle bei der Initiation una@dtession des humanen Mammakarzinoms
spielen konnten. Zu diesem Zweck wurde ein expearigller Ansatz, den man als

.Retrovirus-vermittelte cDNA-Expressionsklonierungpn Proto-Onkogenen® bezeichnen

kann, durchgefihrt. Das Prinzip dieses experimiemeéinsatzes ist in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5: Prinzip der Retrovirus-vermittelten cDNA-Ex pressionsklonierung von Proto-Onkogenen

Dieser Ansatz beruht auf der Generierung eineovetilen cDNA-Expressionsbibliothek, die
durch transiente Transfektion in die ecotrophe Wekpngs-Zelllinie Phoenix-eco in
Retroviren konvertiert wirdDie so erzeugten Retroviren werden dann zur lidekpra-
neoplastischer, muriner NIH3T3-Fibroblasten, dehsilurch Kontaktinhibition auszeichnen,
verwendet. Zellen, die durch Integration eines ®atus und Expression des entsprechenden
Transgens die Kontaktinhibition verlieren, lassechsca. 14 Tage nach Erreichen der
Zellkonfluenz makroskopisch als sogenannte Fokitifleieren. Nach Isolation genomischer
DNA aus den expandierten Zellklonen kann die jesvails Provirus in das Wirtsgenom
integrierte cDNA mittels PCR amplifiziert werdenieDverwendung von Oligonukleotiden,

die sich vom retroviralen Vektor ableiten und sordie inserierten cDNA-Sequenzen
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flankieren, erlaubt die exakte Wiedererzeugungpdesntalen Plasmids. Dieser Arbeitsschritt
ist immer dann wichtig, wenn ein Zellklon mehres&rovirale Integrationen aufweist oder der
Selektionsprozel3 nicht gleich nach einer Selektiorde zu genetisch homogenen
Zellpopulationen fuhrt. Eine zweite Selektionsrumaié individuellen Plasmiden statt mit der
gesamten retroviralen cDNA-Expressionsbibliothekrfislann zur Identifizierung von Proto-
Onkogenen, die eine Aufhebung der Kontaktinhibitiond maligne Transformation der
NIH3T3-Fibroblasten bewirkt haben.

3.1.1. Herstellung der retroviralen cDNA-Expressinsbibliothek

Zur Herstellung der retroviralen cDNA-Expressiontiiothek wurde mRNA aus der Zelllinie
GI-101 verwendet, die zweifach mit oligo(dT)-Agagosufgereinigt wurde (siehe 2.3.12.1.).
Um die Reinheit und die Qualitdit der mRNA zu ubéfen, wurde nach Abschluss der

Isolierung eine gelelektrophoretische Analyse dgettihrt. Dies erlaubte den Vergleich der

aufgereinigten Fraktionen mit einer Gesamt-RNA-Brapon aus GI-101-Zellen (Abb. 6).
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Abb. 6: Gelelektrophoretische Analyse verschiedendRNA-Proben. Analysiert wurden Gesamt-RNA aus
GI-101-Zellen sowie mRNA nach einfacher und zweifder Aufreinigung mit oligo(dT)-Agarose. In jeder
Bahn wurden 5 ug RNA geladen. Die Laufhéhe der ribeomalen 28S- und 18S-rRNA wurden markiert.

Im Zuge der Aufreinigung der mRNA mit oligo(dT)-Agse konnten die Verunreinigungen
durch ribosomale RNA erfolgreich entfernt werdemni3&rdem erkennt man, dass die mMRNA
keine erkennbare Degradation aufweist. Es konnieitsgezeigt werden, dass sich diese
MRNA-Préparation zur Herstellung einer cDNA-Expiasbibliothek eignet.

Um die mRNA in komplementdre DNA umzuschreiben, olgte eine cDNA-
Erststrangsynthese unter Verwendung von Hexaolkglotiden. Fur die Erststrangsynthese

wurden 5 pg der gereinigten mMRNA verwendet. NacknBegung der Erststrangsynthese
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wurde die Ausbeute der Reaktion anhand inkorperigft->P]-markierter Oligonukelotide
bestimmt. Es wurde eine relativen Ausbeute von 4084ittelt.

Fur die Zweitstrangsynthese wurde die gesamte Reakler Erststrangsynthese verwendet.
Um zu verhindern, dass zu kleine cDNA-Fragmentedeém Vektor inserieren, wurde die
cDNA nach erfolgreicher Adapterligation und Phogphierung mittels Gelfiltration
chromatographisch aufgetrennt. Um maglichst grd¥&A-Fragmente zu klonieren, wurden
die zwei ersten Elutions-Fraktionen verwendet, nexgezifische Aktivitat deutlich tGber der
Hintergrundstrahlung lag. Die erhaltene cDNA-LOsuragte ein Volumen von 120 ul und
eine DNA-Konzentration von 1 ng/ul. Diese cDNA werdnschlieRend mit 400 ng BstXI
verdauten pMXs-Vektor ligiert. Jeweils 1 pl des dfignsansatzes wurde fir eine
Elektroporation von DHI1O0He.coli-Bakterien verwendet. AnschlieBend wurden die 24
Elektroporations-Ansatze vereinigt. Diese Baktesi@mpension stellt die unamplifizierte

cDNA-Expressionsbibliothek im retroviralen Vektdvigs dar.

3.1.2. Charakterisierung der retroviralen cDNA-Expressionsbibliothek

Um zu ermitteln, ob sich die hergestellte cDNA-Eegsionsbibliothek fir weiterfihrende
Experimente eignet, wurden die Eigenschaften deamyfifizierten cDNA-Bibliothek
genauer analysiert. Zur Bestimmung der Anzahl uaagiyer Klone der unamplifizierten
Bibliothek wurde eine Testplattierung ausgefihmtd tam folgenden Tag die Anzahl der
Klone bestimmt. AufRerdem wurden der Prozentsatzoméinanter Klone und die
durchschnittliche Gréf3e der klonierten cDNA-Fragtedsestimmt, indem Plasmid-DNA, die
aus 20 zufallig ausgewahlten Bakterienklonen isbilmirde, durch eine Restriktionsanalyse
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall anatysweirde (Abb. 7).

1 2.l 8 9 10Mx 11 12 1314 15 16 17 18 19 2pmx<=
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Abb. 7: Restiktionsanalyse von Plasmid-DNA aus 20 ufdllig ausgewahlten Bakterienklonen der
unamplifizierten cDNA-Expressionsbibliothek der humanen Mammakarzinom-Zelllinie GI-101. Die
cDNA-Fragmente wurden durch Doppelverdau mit den Rstriktionsenzymen BamHI und Sall aus dem
retroviralen Vektor pMXs herausgeschnitten. Ein Regiktionsverdau des leeren pMXs-Vektors diente als
Kontrolle. Flankierend zu den analysierten Proben wrde DNA-GroRRenstandard auf das Gel aufgetragen.
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In Tab. 5 sind die ermittelten Charakteristika deramplifizierten, retroviralen cDNA-

Expressionsibliothek zusammengefasst.

Tab. 5: Charakteristika der unamplifizierten retrov iralen cDNA-Expressionsibliothek

Merkmal

Anzahl unabhéngiger Klone ~2X10
GroRenbereich der inserierten cDNAs 0,3-5,0kb
Durchschnittliche Insertgrof3e ~1,3 kb
Anteil rekombinanter Klone > 95%

Diese Daten zeigen, dass es gelungen ist, einevireile cDNA-Expressionsbibliothek von
hoher Qualitdt herzustellen, die sich fur die Déiilbhung eines genetischen

~Screenings” eignet.

3.1.3. Standardisierung des retroviralen Gentransfes

Eine wichtige Voraussetzung fir das Gelingen eineetroviralen cDNA-
Expressionsklonierung ist ein hohes Mal3 an Starslardng des retroviralen Gentransfers.
So kénnte eine zu hohe Infektionsrate das Wieddgfinder Phanotyp-tbertragenden cDNA-
Fragmente erschweren oder gar unmoglich machen.ekehgt bedeutet eine zu geringe
Infektionsrate, dass zu wenige cDNA-Fragmente deetroviralen cDNA-
Expressionsbibliothek in Hinblick auf die transfoenenden Eigenschaften der jeweiligen
Genprodukte untersucht werden.

Vorexperimente zeigten, dass eine 20-30%ige Indakter Zielzellen in einer angestrebten
Anzahl von 1 bis 3 retroviralen Integrationen prell&@ resultiert. Die Standardisierung
erfolgte mit Hilfe des pMX-IG-ExpressionsplasmidPieses Plasmid besitzt alle
Eigenschaften des pMXs-Vektors und tragt zudem ®indes grin-fluoreszierenden Proteins
(GFP) kodierende cDNA. Durch dieses Reportergeneise direkte Bestimmung der
retroviralen Gentransfer-Effizienz mdéglich. Die redardisierte Herstellung des retroviralen
Uberstandes erfolgte wie unter 2.2.5. beschrieb®mschlieRend wurden verschiedene
Volumina des retroviralen Uberstandes zur Infektimm NIH3T3-Zellen verwendet. Die
infizierten Zellen wurden anschlieRend fixiert udee Zellkerne mit dem DAPI-Farbstoff
markiert. Die Infektionsrate ergibt sich aus denrhétnis der GFP-exprimierenden Zellen

zur Gesamtzahl der Zellen.
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Tab. 6: Bestimmung der Infekbinsrate in Abh&angigkeit vom
eingesetzten Volumen an retroviralen Zellkariiberstand

eingesetztes Volumen an retroviralem Uberstand 250 500 pl 1000 pl

Gentransfer-Effizienz 18% 25% 38%

Die Ergebnisse zeigen, dass bei der Verwendung Axth pul unter Standardbedingungen
hergestellten, retroviralen Uberstand eine Infaidiate von ca. 30 % zu erwarten ist.

3.1.4. Identifizierung von Proto-Onkogenen mittelsles Fokus-Assay

Fur die phanotypische Selektion transformierendBiNA-Fragmente wurden Kontakt-
inhibierte NIH3T3-Zellen mit der retroviralen cDNBxpressionsbibliothek transduziert und
anschlie3end fur zwei Wochen kultiviert. Zellklomie von einem Proto-Onkogen-tragenden

Retrovirus infiziert wurden, wuchsen in dieser Zeiteinem sogenannten Fokus aus (Abb. 8).

A B C D

Abb. 8: Phanotypische Selektion transformierender DNA-Fragmente mittels Fokus-Assay. NIH3T3-
Zellen wurden mit der retroviralen cDNA-Expressiondibliothek transduziert und anschlieBend zwei
Wochen ohne Passagierung kultiviert. Gezeigt ist M3T3-Zellrasen ohne Fokusbildung (A) und drei
Beispiele fiir eine Fokushildung nach zweiwdchigemkubationszeit (B-D).

Da die NIH3T3-Zellen zu spontaner Transformationgee, wurden parallel zu den
infizierten Zellen zwei Zellkulturschalen mit unlzefdelten Zellen als Negativ-Kontrolle
kultiviert. Wie in Abb. 8 gezeigt ist die Morpholiegder Foki nicht uniform. In den beiden
Zellkulturschalen der Negativ-Kontrolle kam es imrBhschnitt zur Bildung von 2 Foki pro
Zellkulturschale. In den Kulturschalen, die mitrogdralem Uberstand behandelt wurden, lag
die Frequenz der Fokusbildung zwischen 5 und 6 pokiSchale. Dies deutet darauf hin,
dass die retrovirale Infektion der Zellen mit detroviralen cDNA-Expressionbibliothek zur
vermehrten Fokusbildung gefihrt hat. Alle 65 Fo#tie sich in den mit retroviralem
Uberstand behandelten Kulturschalen gebildet hatteannten erfolgreich als stabil

transformierte Zelllinien etabliert werden.
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3.1.5. Reklonierung der als Provirus in das Wirtsggom integrierten cDNA-
Fragmente

Um die Identitat der ins Wirtsgenom integriertenNd®Fragmente identifizieren zu kdnnen
und deren transformierenden Eigenschaften in einaiten Selektionsrunde zu bestatigen,
war eine Reklonierung der Fragmente in den Plasgkitv pMXs notig. Hierfir wurde
zunachst aus allen expandierten Zellklonen des $-dlssays genomische DNA extrahiert.
Zur PCR-Amplifikation der in das Wirtsgenom integgten cDNA-Fragmente wurden die
Oligonukleotid-Primer PMXS-1 und PMXS-2 verwendBeide Primer sind spezifisch fir
Sequenzen des pMXs-Vektors und flankieren die patemn cDNA-Sequenzen, so dass PCR-
Amplifikation jedes cDNA-Fragments aus der genoimest DNA der expandierten Foki
moglich war. Abb. 9 zeigt exemplarisch die gelaleghoretische Analyse der
Amplifikationsprodukte von zehn expandierten Zadtkn.

Abb. 9: PCR-Amplifikations-Produkte von cDNA-Fragmenten, die als Provirus in das Genom von 10
expandierten Foki integriert sind. Die PCR-Reaktionerfolgte durch Verwendung der Vektor-spezifischen
Primer PMXS-1 und -2. Flankierend zu den 10 PCR-Rektionen sind zwei DNA-GroRenstandards
aufgetragen.

In der Uberwiegenden Anzahl der Reaktionen wurdehrare PCR-Produkte gebildet, die
sich auf multiple provirale Integrationen zurtickféih lassen. Aul3erdem ist eine
Kontamination der expandierten Zellklone mit nittatasformierten, aber dennoch retroviral-
transduzierten NIH3T3-Zellen wahrscheinlich. Fue deklonierung der PCR-Produkte in
den retroviralen Vektor pMXs wurden nur Hauptamkdifionsprodukte verwendet. Es
wurden insgesamt 184 Expressionsplasmide aus deplifkationsprodukten der 65
Reaktionsansatze hergestellt, die als singulareniie einer zweiten Selektionsrunde im
Fokus-Assay unterworfen wurden. Stellte sich hierletne erneute morphologische
Transformation der NIH3T3-Zellen ein, wurde das entsprechende Expresplasmid
sequenziert. Fur 31 der 184 getesteten cDNAs konmansformierende Eigenschaften in der

zweiten Selektionsrunde bestatigt werden.
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3.1.6. Ergebnis der retroviralen Expressionsklonieing

Die fur ein moégliches Proto-Onkogen kodierenden rEgpionsplasmide wurden beidseitig
unter Verwendung der Primer PMXS-1 und -2, die jdailige cDNA-Fragment flankieren,
ansequenziert. Die ermittelten Sequenzen wurden Hiite einer BLASTN-Analyse
(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) mit Datenbankeintrageamaner Sequenzen verglichen. So
wurde ermittelt, dass sich die 31 transformierend®NA-Fragmente von insgesamt 17
unterschiedlichen Genen ableiteten. Sieben detiftéerten Gene sind bisher noch nicht als
Proto-Onkogene bekannt, so dass ein wesentlicleslidéises Promotionsvorhabens, namlich
die Identifikation von unbekannten Proto-Onkogemeieht werden konnte. Darlber hinaus
ist die Identifikation von bereits charakterisierferoto-Onkogenen ein Beleg daflr, dass sich
der gewahlte  experimentelle  Ansatz  der Retrovirignittelten ~ cDNA-
Expressionsklonierung zur Identifizierung von P¥@tokogenen eignet.

Tab. 7 fasst die Ergebnisse der retrovirus-veritettie cDNA-Expressionsklonierung von
Proto-Onkogenen zusammen. Die identifizierten Gg&ind entsprechend der subzellularen
Lokalisation bzw. der moéglichen Funktion der enggtienden Genprodukte einer der
folgenden Katagorien zugeordnet: WachstumsfaktaMachstumsfaktor-Rezeptoren, Signal-
weiterleitende Molekile und Transkriptionsfaktor&ene bzw. Genprodukte, die sich nicht
eindeutig einer dieser Kategorien zuordnen lieRgind unter der Rubrik ,Sonstige

Gene" zusammengefasst.

3.2. Expression der identifizierten Gene in humaen Mammakarzinom-
Zelllinien

Um ein Gen fur weiterfuhrende, funktionelle Studeunszuwdahlen, wurden Northern-Blot-
Hybridisierungen durchgefthrt. In dieser Analysadaeudie Expression von sechs Genen, die
bisher nicht als Proto-Onkogen beschriebenen wuyntlerehn humanen Mammakarzinom-
Zelllinien analysiert. AulRerdem erfolgte die Exmiessanalyse der bereits als Onkogen
bekannten Gene IR und TCB1D3, deren Bedeutung fur die Entstehund) Rrogression
des humanen Mammakarzinoms noch unbekannt istziHierurden die entsprechenden
cDNAs mittels PCR amplifiziert und nach radioaktivdarkierung fur die Northern-Blot-
Hybridisierung eingesetzt. Die immobilisierte Ges&®MNA wurde aus 10 unterschiedlichen

humanen Mammakarzinom-Zelllinien isoliert.
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Tab. 7: Gene mit transformierenden Eigenschaften, i@ im Zuge der retroviralen cDNA-
Expressionsklonierung identifiziert werden konnten

Gen-Name Gen-Symbol Genebank-Nr. Lange und Region deAnzahl Kodiertes
klonierten cDNA Klone Protein*

Wachstumsfaktoren

keine cDNA-Klone identifiziert

Wachstumsfaktor-Rezeptoren

Lymphotoxin Beta Rezeptor IBR NM_002342 760 bp / 655-1415 3 C
Molekile der intrazellularen Signalweiterleitung

v-raf-1 murine leukemia viral RAF1 NM_002880 2321 bp / 374-2695 1 K

oncogene homolog 1

ARHGEF1 Rho guanine ARHGEF1 NM_004707.3 1405 bp /1047-2452 1 N+C

nucleotide exchange factor 1 2045 bp /91-2136 1 C
2131 bp / 327-2458 1 N+C

ARHGEF2 Rho guanine ARHGEF2 NM_004723.2 2595 bp / 306-2901 1 N+C

nucleotide exchange factor 2 3538 bb / 385-3923 1 N

ARHGEF5 Rho guanine ARHGEF5 NM_005435.3 1885 bp / 3339-5224 4 N

nucleotide exchange factor 5

ARHGEF19 Rho guanine ARHGEF19 NM_153213.2 1960 bp / 383-2343 1 N

nucleotide exchange factor 1!

Ras homolog gene family, RHOA NM_001664.2 1092 bp / 1-1092 1 K

member A

Guanine nucleotide binding GNA13 NM_006572.3 3261 bp / 39-3298 1 K

protein, alpha 13

vav2 nucleotide exchange VAV2 NM_003371.2 2635 bp /512-3147 1 N

factor

TBC1 domain family, TBC1D3 NM_032258.1 1416 bp / 95-1511 3 C

member 3 1836 bp / 95-1931 3 G

PCTAIRE protein kinase 1 ~ PCTK1 NM_006201.3 373 bp/1795-2168 1 N+C

Drebrin-like** DBNL NM_001014436 794 bp / 399-1193 1 N+C

Transkriptionsfaktoren

Ras responsive element RREB1 NM_001003699 1313 bp / 183-1496 1 C

binding protein 1

v-fos FBJ murine sarcoma FOS NM_005252.2 992 kb / 2-994 1 C

viral oncogene

Grainyhead-like 2 GRHL2 NM_024915.1 2390 kb / 1-2390 1 K
3459 kb / 1-3459 1 K

Sonstige Gene***

Leucine-rich repeats and LRCH4 NM_002319.3 1017 kb /7-1024 1 C
calponin homology (CH)

domain containing 4

Chromosome 14 open readin C140rf108 NM_018229.2 1480 kb /146-1626 1 C
frame 108

Bisher unbekannte Proto-Onkogene sind in der Tabetl dunkel hinterlegt

* Deletionen des von der cDNA kodierten Proteins: Kkomplettes Protein; C: C-terminal trunkiert; N:
N-terminal trunkiert; N+C: N- und C-terminal trunki ert

** Die cDNA dieses Gens war in ,Antisense“-Orientieung in der retroviralen Vektor pMXs inseriert

*** Diese Kategorie umfasst Gene, deren Genproduktsich funktionell nicht eindeutig einer der anderen
Kategorien zuordnen lassen
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Abb. 10: Northern-Blot-Analyse von humanen Mammakarinom-Zelllinien. Fir die Hybridisierungen
wurden *P-markierte cDNA-Fragmente der angegebenen Gene weendet. Als Ladekontrolle diente ein
Ethidium-Bromid-gefarbtes Agarosegel. Die Lauffrontder 28S- und 18S-rRNA sind am Rand markiert.

Aus den in Abb. 10 dargestellten Ergebnissen demthdm-Blot-Hybridisierungen ist zu

erkennen, dass sich Gentranskripte aller acht Klateinge in kultivierten Mammakarzinom-

Zelllinien nachweisen lassen. DarUber hinaus kanaiegmindest fir das LRCH4- und das

C140rf108-Gen in der Northern-Blot-Analyse auch tiplé Gen-Transkripte nachgewiesen

werden, die moglicherweise durch alternatives 8gelei der Primartranskripte generiert

werden.
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Aus den Resultaten ist erkennbar, dass alle ache,Gdie in der Northern-Blot-Analyse
analysiert wurden, eine Expression in den untetsucHEelllinien und somit eine mdgliche
physiologische Relevanz fur das humane Mammakarzibesitzen und sich prinzipiell far

weiterfihrende Expressionsstudien und funktioneaalysen eignen.

3.3. Transformierende Eigenschaften des GRHL2-Protes

Aufgrund des sehr interessanten biologischen Hinteides und der bisher fehlenden,
funktionellen Charakterisierung wurde der Trandkoipsfaktor GRHL2 fur weiterfihrende
Studien ausgewahlt (siehe auch 4.3.). Um die tommsérenden Eigenschaften des GRHL2-
Gens genauer zu untersuchen, sollten NIH3T3-Zedtahil mit einem GRHL2-kodierenden
Expressionsplasmid transfiziert werden. Die herjksh Transfektanden sollten in
verschiedenen  Transformations-Assays  hinsichtlicher d Zellmorphologie, der
Teilungsaktivitat, des Potentials zum Substrat-téagigen Wachstum und der Fahigkeit zur
Tumorbildungin vivo analysiert werden. Bei allen durchgefuhrten Expernten dienten
parentale und Vektor-transfizierte sowie NIH3T3{Zel mit einer Uberexpression des gut

charakterisierten Onkogens RAF1 als Negativ- bavgitivkontrollen.

3.3.1. Stabile Transfektion von NIH3T3-Zellen mit mem GRHL2-
Expressionsplasmid

Zur Herstellung von Zellklonen mit stabiler GRHLDbé&rexpression wurde die GRHL2-
cDNA unter Verwendung der Oligonukleotid-Primer BEGMf und BOMFL-r aus cDNA
von GI-101-Zellen amplifiziert und in den bicistischen Expressionsvektor pIRES-N1
kloniert. Mit diesem Expressionsplasmid wurden NIB3Zellen transfiziert und
anschlie3end Zellklone durch Zugabe von Genetigin Zellkulturmedium selektioniert. Um
einen Zellklon mit besonders starker GRHL2-Protgmession fur die Transformations-
Assays auszuwahlen, wurde die GRHL2-Proteinexprassi den hergestellten Zelllinien
durch eine Western-Blot-Analyse untersucht.
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Abb. 11 Western-Blot-Analyse von NIH3T3-Zellklonen mit stabiler GRHL2-Uberexpression.
Ganzzellextrakte von Geneticin-resistenten Zellkloan wurden einer Western-Blot-Analyse mit dem anti-
GRHL2-Peptid-1-Antikdrper unterzogen. Zur Kontrolle der geladenen Proteinmengen diente eine
Western-Blot-Analyse des HSC-70-Proteins.
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In Abb. 11 ist exemplarisch die Western-Blot-Analysvon zwolf GRHL2-
uberexprimierenden Zellklonen gezeigt. Der fur @erchfuhrung der Transformations-
Assays ausgewahlte Zellklon, fir den die hochstéHGREXxpression ermittelt wurde, wird
im Folgenden als NIH3T3/GRHL2 bezeichnet.

3.3.2. GRHL2 induziert eine morphologische Transfamation von
NIH3T3-Zellen

Veranderungen der Zellmorphologie stellen ein wiygdg Merkmal der Transformation von
NIH3T3-Zellen dar. Um die Morphologie GRHL2-lUberexpierender Zellen im Vergleich
zu den parentalen und Vektor-transfizierten sovee BAF1-Uberexprimierenden NIH3T3-
Zellen beurteilen zu konnen, wurden die Zellen bH-facher Vergré3erung im

Lichtmikroskop begutachtet.

NIH3T3 NIH3T3/ Vektor NIH3T3/ RAF1 NIH3T3/ GRHL2

Abb. 12: Vergleich der Morphologie von parentalenVektor-transfizierten sowie von RAF1- und GRHL2-
Uberexprimierenden NIH3T3-Zellen. Die Zellen wurdenbei einer 50%gen Konfluenz im Lichtmikroskop
bei 40-facher Vergrol3erung begutachtet.

Die parentalen und Vektor-transfizierten NIH3T342rl wachsen geordnet und haben eine
flache Zellmorphologie. Im Vergleich dazu sind GRHiiberexprimierende NIH3T3-Zellen
kleiner und wachsen ungeordnet. Des Weiteren sedG&RHL2-Uberexprimierenden Zellen
stark lichtbrechend, so dass die Zellen im Lichtwskop besser sichtbar sind. Es konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression des GRHIB3Gzur morphologischen
Transformation der NIH3T3-Zellen fuhrt.

3.3.3. GRHL2 bewirkt eine Steigerung der Teilungsatkvitat von NIH3T3-Zellen
in vitro

Um den Einfluss der GRHL2-Expression auf die Z#ltey zu bestimmen, wurde die
Teilungsaktivitat von GRHL2-Uberexprimierenden 2all mit der Teilungsaktivitat von
parentalen, Vektor-transfizierten und RAF1-Ubererpmrenden NIH3T3-Zellen verglichen.
Die Auftragung der ermittelten Zellzahlen gegen ti&ubationsszeiten ist in Abb. 13

dargestellt.
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Abb. 13: Proliferations-Analyse von parentalen, Vefor-transfizierten sowie von RAF1- und GRHL2-
Uberexprimierenden NIH3T3-Zellen. Es wurden die ernittelten Zellzahlen der verschiedenen NIH3T3-
Zellen gegen die Inkubationszeiten aufgetragen.

Die Proliferationsanalyse zeigt, dass die GRHL2+Egpion in NIH3T3-Zellen eine deutliche
Zunahme der Teilungsaktivitat bewirkt. Der beobatihEffekt liegt dabei sogar deutlich tber
dem Anstieg der Proliferation, der durch die Espren des RAF1-Gens in den NIH3T3-

Zellen induziert wird.

3.3.4. GRHL2 induziert ein Substrat-unabhangiges Wehstum von
NIH3T3-Zellen

Ein weiteres Merkmal transformierter Zellen, stelié Fahigkeit dar, ohne die Anhaftung an
ein festes Substrat proliferieren zu kdnnen. UnsealiEigenschafin vitro zu untersuchen,

wurde ein Soft-Agar-Assay durchgefuhrt. Die zu wsiiehenden Zellen wurden in Agar-
haltigem Zellkulturmedium ohne Anheftung an eintédssSubstrat kultiviert. Abb. 14 zeigt
reprasentative Zellkolonien der untersuchten Ze#lh, die im Laufe des Experiments

entstanden sind.

NIH3T3 NIH3T3/ Vektor NIH3T3/ RAF1 NIH3T3/ GRHL2

Abb. 14: Analyse des Substrat-unabhéangigen Wachstwron parentalen, Vektor-transfizierten sowie von
RAF1- und GRHL2-Uberexprimierenden NIH3T3-Zellen. Gezeigt sind lichtmikroskopische Aufnahmen
von reprasentativen Zellkolonien bei 20-facher Vergi3erung der unterschiedlichen NIH3T3-Zellen, die
sich nach zweiwdchiger Inkubation im Soft-Agar gebidet haben.
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In den Zellkulturgefaf3en der parentalen und Vektamsfizierten Zellen kam es nicht zur
Bildung von Zellkolonien im Soft-Agar. Nur vereidzé&onnten Zwei- und Vierzellstadien
beobachtet werden. NIH3T3-Zellen, die das RAF1+d&RHL2-Gen tberexprimieren, sind
hingegen in der Lage, ohne Anheftung an die Kuttuate zu proliferieren und Kolonien im
Soft-Agar zu bilden. Dabei konnte kein Unterschie@rofl3e und Frequenz der Kolonien der
beiden Zelllinien festgestellt werden. Durch diepEession des GRHL2-Gens erhalten die
NIH3T3-Zellen also die Fahigkeit zum substratunatlgig Wachstum.

3.3.5. GRHL2 induziert Tumorwachstum von NIH3T3-Zelen in
immundefizienten Mausen

Um das Tumorwachstum der GRHL2-Uberexprimierenddi3W3-Zellen in vivo zu
untersuchen, wurden diese Zellen in immundefizieMi@&use implantiert (siehe 2.2.9.).
Parallel erfolgte die Implantation der als Konteoltlienenden, parentalen und Vektor-
transfizierten sowie der RAF1-tUberexprimierender33-Zellen. Pro Zelllinie wurden flnf
Mause injiziert. In Abb. 15 ist exemplarisch einald aus jeder Gruppe gezeigt.

NIH3T3 NIH3T3/ Vektor NIH3T3/ RAF1 NIH3T3/ GRHL2

Abb. 15: Analyse des Tumorwachstums verschiedenerlN3T3-Zellen in vivo. 2x1G der entsprechenden
NIH3T3-Zellen wurden subkutan zwischen die Schultdslatter von immundefizienten NMRI-Méause
injiziert. Gezeigt sind Aufnahmen von jeweils einenreprasentativen Versuchstier aus jeder Gruppe nach
Termination des Experiments. Die Tétung der Tiere dolgte bei Implantation von parentalen und Vektor-
transfizierten NIH3T3-Zellen nach 28 Tagen und beden RAF1- und GRHL2-transfizierten Zellen nach
14 Tagen.

Die parentalen und Vektor-transfizierten NIH3T3l&e waren nicht in der Lage, Tumoren
in den immundefizienten Mausen zu bilden. Die RAkhd GRHL2-lUberexprimierenden
Zellen hingen wuchsen in allen Versuchstieren zundien aus. Die Latenzzeit der
Tumorbildung ist in der Gruppe der GRHL2-Uberexpeianden NIH3T3-Zellen im
Vergleich zu den RAF1-Uberexprimierenden Zellerztigert (Tab. 8).
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Tab. 8: Frequenz und Latenz der Tumorentstehung veschiedener NIH3T3-Zellen nach Implantation in
immundefiziente Mause

NIH3T3 NIH3T3/ Vektor  NIH3T3/ RAF1 NIH3T3/ GRHL2
Tumore per 0/5 0/5 5/5 5/5
Injektion
Latenzzeit 13-19 13-31
[Tage]
Durchschnitt
[Tage] 15 23

Es konnte gezeigt werden, dass NIH3T3-Zellen duliehExpression des GRHL2-Gens die
Fahigkeit zur Tumorbildungn vivo erlangen. In allen durchgefihrten Transformations-
Assays konnte gezeigt werden, dass die Express®G&HL2-Gens zur Transformation von
NIH3T3-Zellen fuhrt. Das GRHL2-Gen konnte somit Bi®to-Onkogen klassifiziert werden.
AulRerdem belegen diese Ergebnisse, dass sich gerimentelle Ansatz der Retrovirus-
vermittelten cDNA-Expressionsklonierung tatsachlilr Identifizierung von neuen Proto-

Onkogenen eignet.

3.3.6. Transformierende Eigenschaften einer GRHL2soform

Eine bioinformatische Analyse wies darauf hin, das das GRHL2-Gen zwei
Gentranskripte  existieren  (siehe  www.ensembl.org; NSEE00000251808  und
ENSTO00000395927). Das Genprodukt des kirzeren GRH&a@skriptes (GRHL2-2) ist im
Vergleich zur GRHL2-Standardform (GRHL2-1) um 16nikosduren am N-Terminus
verkirzt. Dieses Genprodukt wird im Folgenden aRHE2;7.¢25Protein bezeichnet. Um zu
untersuchen, ob auch das GRHL&sProtein transformierende Eigenschaften besitztdeiu
ein  fir GRHLZ7425 kodierendes Expressionsplasmid hergestellt. Mit mde
Expressionsplasmid erfolgte die stabile Transfekiton NIH3T3-Zellen. Die GRHLZ 25
Proteinexpression wurde mittels Western-Blot-Analysiter Verwendung des-GRHL2-
Peptid-2-Antikorpers (siehe 3.5.) untersucht (Abf).

Die Western-Blot-Analyse flhrte zur Identifikatimon nur zwei Zellklonen mit transgener
GRHL2,7.625Expression. Obwohl die gleiche Anzahl von Genetrasistenten Zellklonen
analysiert wurde, war die Frequenz an Zellkloneh stabiler, transgener Proteinexpression
deutlich geringer als bei der Etablierung von GRHib2rexprimierenden NIH3T3-Zellen.
Der Zellklon mit der héchsten GRHLZs;sProteinexpression zeigt zudem Kkeine
morphologischen Veranderungen, wahrend der Zellkioih einer deutlich geringeren
GRHL2;7.625Proteinexpression morphologische Veranderungenwiesf die auf eine
onkogene Transformation schlieen lassen. Einecatigk Aussage zum transformierenden

Potential von GRHLZ s2sist daher nicht mdglich.
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Abb. 16: Western-Blot-Analyse von NIH3T3-Zellklonen mit stabiler GRHL2 ,17.6.5Uberexpression.
Ganzzellextrakte von Geneticin-resistenten Zellkloan wurden einer Western-Blot-Analyse mit dem anti-
GRHL2-Peptid-2-Antikdrper unterzogen. Zur Kontrolle der geladenen Proteinmengen diente eine
Western-Blot-Analyse des HSC-70-Proteins. Parallalazu erfolgte die Beurteilung der Zellmorphologie
der analysierten Zellklone.

In beiden GRHLZ . g5exprimierenden Zellklonen wurden drei unterschawi GRHL2-
Proteine mit einem scheinbaren Molekulargewicht wan 70 kDa, 68 kDa und 54 kDa
detektiert. Eine Analyse der Kozak-Sequenz am er3mnslationsstartkodon (ATG) des
GRHL2-2-Transkripts ergab, dass die fur eine effekTranslation wichtigsten Nukleotide an
Positionen -3 und +4 suboptimal besetzt sind [Ko2&KK7]. Es wurde deshalb angenommen,
dass interne Translationsstartpunkte genutzt werdienzur Bildung kleinerer Genprodukte
fuhren. Diese Vermutung wird durch die Beobachtgegtitzt, dass die Verwendung der
beiden nachfolgenden Translationsstartpunkte zZiduBg von Proteinen fuhren wirde, deren
GroRe mit dem scheinbaren Molekulargewicht deran\Western-Blot-Analyse detektierten
Proteine Ubereinstimmt. Bei der Verwendung des tenebtartkodons als Translationsstart
wirde im Vergleich zur Standardform ein um 50 Ansi@aren verkirztes Protein (GRH2
625) und bei der Verwendung des dritten Startkodansuen 157 Aminosauren verkirztes
Protein (GRHLZs7.629 ohne Transaktivierung-Domane gebildet werden. |Bg die
Vermutung nahe, dass der relative Anteil der dutal GRHL2-2-Gentranskript gebildeten
Proteine, die eine vollstdndige Transaktivierungséloe besitzen, entscheidend fir die
Transformation von NIH3T3-Zellen ist und dass k&g Genprodukte, denen die
Transaktivierungs fehlt, wohlmaéglich einen domirargativen Effekt ausiiben kdnnten.

Um die Eigenschaften der vom GRHL2-002-Gentranslggbildeten Genproduktgenauer
zu charakterisieren, wurden retrovirale Expressonstrukte fur die Genprodukte GRHL2,

GRHL2;7.625 und GRHLZ57.625unter Verwendung des retroviralen Expressionsysku1Xs
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hergestellt und zur Infektion von NIH3T3-Zellen wendet. AnschlielRend erfolgten die
Beurteilung der Zellmorphologie und die WesterntBdmalyse der GRHL2-

Proteinexpression in den transduzierten Zellen (AGD.
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Abb. 17: Durch alternativen Gebrauch von Translatimsstartkodons generierte GRHL2-Genprodukte. A,
Schematische Darstellung der moglichen GRHL2-2-Gempdukte. Da das erste verfligbare Startkodon
eine suboptimale Kozak-Sequenz besitzt [Kozak, 20D7fiuhrt die Translation des GRHL2-002-

Transkripts mdoglicherweise durch Verwendung von inernen Startkodons zu zwei alternativen
Genprodukten. B, Western-Blot-Analyse von NIH3T3-Z#en, die mit unterschiedlichen GRHL2-

Expresionsplasmiden transduziert wurden sowie die ®&urteilung der morphologischen Transformation

der analysierten Zellen. Zur Kontrolle der geladene Proteinmengen wurde das HSC-70-Protein mittels
Western-Blot-Analyse detektiert.

NIH3T3-Zellen, die das GRHL2-Protein exprimiereaigen morphologische Veranderungen,
wahrend die Expression von GRHEZ:,5 und GRHLZs7.625 nicht zu einer verénderten
Zellmorphologie fuhrt. Daruber hinaus zeigt die VYeées-Blot-Analyse, dass das
rekombinante GRHLZ625Protein das gleiche elektrophoretische Migrationsverhalten
besitzt wie das kleinste vom GRHL2-2-Transkriph#iatierte Protein. Dieser Befund deutet
darauf hin, dass die Existenz von unterschiedlici&RHL2-2-Genprodukten in den
Gesamtzellextrakten von GRHL2-2-exprimierenden efell moglicherweise auf den

alternativen Gebrauch von Translationsstartkodomgckzufihren ist.

3.3.7. Das GRHLZ2s7.625Genprodukt bt einen dominant-negativen Effekt aus
Um einen mdglichen dominant-negativen Effekt desHGR s7.625Proteinszu Uberprifen,
wurden GRHL2-Uberexprimierende NIH3T3-Zellen (KloA7, Abb. 11) mit einem
GRHL2;57.625Expressionsplasmid retroviral infiziert. Danachiokgten die Beurteilung der
Zellmorphologie und die Western-Blot-Analyse der HBR-Proteinexpression in den
transduzierten NIH3T3-Zellen (Abb. 18).
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Abb. 18: Western-Blot-Analyse von GRHL2-Uberexprimerende NIH3T3-Zellen, die mit einem
GRHL2 57 625Expressionsplasmid transduziert wurden. Zur Kontrdle der geladenen Proteinmengen
diente die Detektion des HSC-70-Proteins.

Durch die Expression des rekombinanten GRHLgsProteins in NIH3T3-Zellen mit
GRHL2-Proteinexpression konnte die Ruckkehr zu rewmatransformierten Morphologie
bewirkt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass@RHLZs7.625Protein tatsachlich die
transformierende Wirkung des GRHL2-Proteins aufluglat einen dominant-negativen Effekt

ausuben kann.

3.4. Identifizierung von potentiellen GRHL2-Zielgaen

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteimite die Transkription von anderen
Genen regulieren. Im Zuge der funktionellen Chamagierung des GRHL2-Gens sollten
Gene identifiziert werden, deren Expression didikich den GRHL2-Transkriptionsfakotor
reguliert wird. Der Ablauf der zu diesem Zweck chgefuhrten Experimente und Analysen
ist in Abb. 19 dargestellt.

Das verwendete Verfahren beruht darauf, dass zshauolit Hilfe einer vergleichenden
Mikro-Array-Analyse von parentalen NIH3T3 und GRHUBerexprimierenden NIH3T3-
Zellen Unterschiede im Transkriptom beider Zel#mi ermittelt werden. Bei den so
ermittelten deregulierten Genen handelt es siclaeme, die entweder direkt oder aber auch
nur indirekt durch GRHL2 reguliert sein kdnnten. Wielgene, also ausschliel3lich direkt
durch GRHL2-regulierte Gene, zu identifizieren dsgomit weitere Analysen notwendig. Um
die Anzahl potentieller Zielgene einzugrenzen, vdre willktirliche Annahme getéatigt, dass
relevante Zielgene mindestens einen 20-fachenivefaExpressionsunterschied aufweisen.
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Die Festlegung dieses relativ stringenten Schwetbetes beruhte auf der Annahme, dass
eine direkte Regulation der Expression eines Zredgkirch den Transkriptionsfaktor GRHL2
sich in einer besonders signifikanten Veranderamdckpressionsniveau widerspiegeln sollte.
Die anschliel3ende bioinformatische ,Phylogenetiotponting” Analyse zielt darauf ab,
diejenigen Gene innerhalb dieser Gruppe zu iderdin, in deren Promotorregionen sich
Uber Speziesgrenzen (Maus/Mensch) hinweg eine dunem ,Elektrophoretic Mobility Shift
Assay* (EMSA) definierte GRHL2-spezifische Konses2NA-Sequenz nachweisen lasst.
Eine evolutiondare Konservierung wird also als wigké Indiz fur eine tatséachliche
physiologische Relevanz von identifizierten GRHL2dRingstellen gewertet. Die erhaltene
Vorhersage fur eine direkte Regulation durch GRKbf#en abschliel}end exemplarisch fur

ein Zielgen in einem Genreporter-Assay gezeigt emerd

Mikro-Array-Analyse
Erstellung von Expressionsprofilen der Zelllinien
NIH3T3 und NIH3T3/GRHL2

v

Bioinformatische Auswertung
Bestimmung der Expressionsunterschiede zwiscTen EMSA

NIH3T3 und NIH3T3/GRHL2 Bestimmung der GRHL2-DNA-Bindungssequenz

v 4

-Phylogenetic Footprinting“
Bioinformatische Promotor-Analyse hinsichtlich
ortholog-konservierter GRHL2-Bindungsstellen i
den Promotoren deregulierter Gene

4

Luciferase-Assays
Experimentelle Validierung der bioinformatische
Promotor-Analyse

Abb. 19: Schematische Darstellung der Strategie zudentifizierung von Genen, deren Expression direkt
durch den GRHL2-Transkriptionsfaktor reguliert wird .

3.4.1. Ermittlung von GRHL2-induzierten Expressionsinterschieden mittels
Mikro-Array-Analyse

Um Expressionsunterschiede, die durch die Expresdes GRHL2-Transkriptionsfaktors
hervorgerufen werden, zu bestimmen, wurde eineleiefgende Mikro-Array-Analyse der
Zelllinien NIH3T3 und NIH3T3/GRHL2 durchgefuhrt. ter Verwendung von Agilent
Whole Mouse Genome 4x44 K Mikro-Arrays wurden digpEessionsprofile der beiden

Zelllinien im Triplikat bestimmt. Im Zuge der bidormatischen Auswertung der Mikro-
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Array-Analyse (siehe 2.3.21) konnten 1543 Trang&ripn den beiden Zelllinien als

signifikant differenziell reguliert identifiziert erden.

Tab. 9: Durch den Transkriptionsfaktor GRHL2 reguli erte Gene (Auswahl)

Gen-Name Gen-Symbol Genebank-Nr. FC*
Hochregulierte Gene**
Glutathione S-transferase A Gsta3 NM_010356 +1280
RIKEN cDNA 4732474015Rik 4732474015Rik  XM_138397 886
Transmembrane protein 40 Tmem40 NM_ 144805 +300
Adhesion molecule, interacts with CXADR antigen 1  migal NM_001005421  +287
1110018MO03Rik 1110018MO03Rik  NM_026271 +168
Phospholipase A2, group V Pla2g5 NM_011110 +153
Myelin protein zero-like 2 MpzI2 NM_007962 +142
Killer cell lectin-like receptor subfamily A, memb22  Klra22 NM_053152 +107
Killer cell lectin-like receptor subfamily A, memb&5  Klral5 NM_013793 +105
Killer cell lectin-like receptor subfamily A, memb# Klra7 NM_014194 +96
Herunterregulierte Gene**
Serum amyloid A3 Saa3 NM_011315 -321
Chitinase 3-likel Chi3l1 NM_007695 -185
Eukaryotic translation initiation factor 2 subugit Eif2s3y NM_012011 -173
structural gene Y-linked
Deiodinase, iodothyronine, type Il Dio2 NM_010050 1560
Haptoglobin Hp NM_017370 -137
Serine peptidase inhibitor, clade A, member 3F iBafs NM_001033335 -120
STEAP family member 4 Steap4 NM_054098 -114
Lipopolysaccharide binding protein Lbp NM_008489 121
Serine peptidase inhibitor, clade A, member 3g iBafy NM_009251 -93
Insulin-like growth factor 2 Igf2 NM_010514 -89

* JFold Change”, relativer Expressionsunterschied mir parentalen Zelllinie

** Exemplarisch sind nur die jeweils zehn am starkgen hoch- und herunterregulierten Gene aufgelistet

662 von diesen Genen sind in der Zelllinie NIH3TRKA.2 im Vergleich zur parentalen

Zelllinie hoch- und 881 herunterreguliert. Auf diellstandige Auflistung der deregulierten
Gene wird in dieser Arbeit verzichtet. In Tab. ABdsjeweils die zehn Gene zusammengefasst,
deren Expression in der Zelllinie NIH3T2/GRHL2 ineMgleich zur parentalen Zelllinie am
starksten hoch- bzw. herunterreguliert ist.

Um die Resultate der Mikroarray-Analyse zu bes#itjg wurden die relativen
Expressionsunterschiede von zehn zuféllig ausgerédldenen mit Hilfe einer quantitativen
PCR-Analyse (QRT-PCR) bestimmt. Ein Vergleich depiessionsunterschiede, die mit Hilfe

der beiden Methoden ermittelt wurden, ist in AbB. @argestellt. Die Ergebnisse beider
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Methoden zeigen eine sehr gute Ubereinstimmungase die mit der Mikro-Array-Analyse
ermittelten Expressionsunterschiede bestatigt wekdanten.

40
30
20

FC* 10

B FC qRT-PCR
O FC Mikro-Array

Erbb3 Stap2 MertK Cflar Trpmd4 Fgfr2 Lims2 Svepl Fas Timp3

Abb. 20: Vergleich der relativen Expressionsunterdtiede von zehn deregulierten Genen in den Zelllinie
NIH3T3 und NIH3T3/GRHL2. Die Expressionsunterschie@ wurden mit Hilfe einer quantitativen RT-

PCR- und der Mikro-Array-Analyse ermittelt. Fir beide Analysen wurden identische Gesamt-RNA-
Praparationen verwendet. * ,Fold Change“, relativer Expressionsunterschied im Vergleich zur
parentalen Zelllinie

3.4.2. Bestimmung der GRHL2-spezifischen Konsensi®NA-Bindungssequenz
Zur Bestimmung der GRHL2-spezifischen Konsensus-EBiddungssequenz wurde ein
EMSA durchgeftihrt. Hierbei die wurde Annahme getitdass die GRHL2-spezifische
Konsensus-DNA-Bindungssequenz mit der Konsensus-Bikwungssequenz AACCGGTT
der Transkriptionsfaktoren GRHL1 und GRHL3 iderttigst [Ting et al., 2005; Wilanowski
et al. 2008].

Um die spezifische Bindung des GRHL2-Proteins an $itquenz AACCGGTT zu zeigen,
wurde zunachst ein doppelstrangiges Oligonukleotidit potentieller GRHL2-
Bindungssequenz (GRHL2-WT) hergestellt und ansBklel radioaktiv markiert.
Zellkernextrakte der Zelllinien NIH3T3 und NIH3T3RBIL2 wurden mit dem radioaktiv-
markierten GRHL2-WT-Oligonukleotid inkubiert und saliel3end elektrophoretisch unter

nativen Bedingungen in einem Polyacrylamid-Gel atrignnt.
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Abb. 21: Elektrophoretische Analyse von Bindungsrelgionen mit Zellkernextrakten der Zelllinien
NIH3T3 und NIH3T3/GRHL2. Fur den EMSA wurde ein radioaktiv-markiertes Oligonukleotid, das die
potentielle GRHL2-Konsensus-Erkennungssequenz AACCGTT enthielt und Kernextrakte parentaler
und GRHL2-exprimierender NIH3T3-Zellen verwendet. Als Kontrolle dienten Bindungsreaktionen ohne
Kernextrakt. Die Spezifitat der Bindung wurde durch die Zugabe eines nicht-markierten Oligonukleotids
mit ,Wildtyp* (GRHL2-WT) oder mutierter GRHL2-Konse nsus-Erkennungssequenz (GRHL2-MT)
gezeigt.

In der in Abb. 21 gezeigten gelelektrophoretisch@nalyse der unterschiedlichen
Bindungsreaktionen ist zu erkennen, dass im Zeikdrakt der parentalen NIH3T3-Zellen
keine Faktoren zur Bindung der markierten GRHL2-®@Iligonukleotide vorhanden sind. Im
Zellkernextrakt der GRHL2-Uberexprimierenden NIH3d&len kommt es hingegen zu einer
spezifischen Bindung des markierten Oligonukleotidech den GRHL2-Transkriptionsfaktor.
Die Bindung lasst sich durch einen Uberschuss anHIGRNT-Oligonukleotiden
kompetitieren. Bei Verwendung des GRHL2-MT-Oligolagdtids mit mutierter Konsensus-
Erkennungssequenz erfolgt keine Kompetition. Sdaiinte eine spezifische Bindung des
GRHL2-Proteins an die DNA-Sequenz AACCGGTT gezeigtden.

3.4.3. Identifizierung ortholog-konservierter GRHL2-Bindungsstellen innerhalb
der Promotorsequenzen deregulierter Gene

Ein bioinformatischer Ansatz, der als ,Phylogenéiootprinting” bezeichnet wird, nutzt fur
eine zuverlassigere Vorhersage von physiologischevaaten Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen aus, dass funktionelle DNA-Sequengets einem hohen evolutionaren
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Druck ausgesetzt und daher haufig zwischen verdehen Spezies konserviert sind. Um
Gene zu identifizieren, deren Expression durch @RHL2-Transkriptionsfaktor direkt
reguliert wird, wurden alle Gene, flr die in derkiki-Array-Analyse mindestens eine 20-
fache Deregulation ermittelt wurde, mit Hilfe einglPhylogenetic-Footprinting“-Analyse
untersucht.

Tab. 10: Deregulierte Gene mit ortholog-konservier GRHL2-Bindungssequenz in der proximalen
Promotorregion

Gen-Name Gen- Genebank-Nr. GRHL2-Motiv Score* FC

Symbol (Array)
Hochregulierte Gene

v-erb-b2 erythroblastic Erbb3 NM_001982 AACCGGCT 91,92 29,0

leukemia viral oncogene

homolog 3

Interleukin 17 receptor 117re NM_145826 ACCTGGTT 5,97 66,8

Anaplastic lymphoma Alk NM_007439 AACCTGCT 83,71 59,0

kinase

Tumor suppressor Tuscl NM_026954 TACCTGTC 82,75 30,2

candidate 1

Semaphorin 4A Semada NM_013658 TTCTGGTT 81,57 30,1

Cystatin A Csta NM_001033239 AACATGTT 81,36 24,9

Transmebrane protein 40 Tmem40 NM_144805 ACCCAGTT 0,9B 299,6

Glutathione  S-transferaseGsta3 NM_010356 AACCTGGT 80,70 1279,5

A3

Herunterregulierte Gene

Chemokine (C-X-C) ligand Cxcll NM_008176 AACTGGTT 95,11 -66,7
11

Colony stimulating facotr 3  Csf3 NM_009971 ATCCGGTT 90,86 -22,1
Serine peptidase inhibitor Serpina3g NM_009251 TACCTGTT 87,4 -92,5
clade A, member 3G

Ets homologous factor Ehf NM_007914 TCCCGGTT 86,46 -50,2
Dermokine Dmkn NM_028618 AACTGGCC 82,38 -21,7
Calcium channel, voltage- Cacnalg NM_009783 AACTGGCC 82,38 -45,5
dependent, T type, alpha

1G subunit

Phosphodiesterase 1A, Pdela NM_016744 AACCAGCT 81,98 -21,7
calmodulin-dependent

Deiodinase, iodothyronine, Dio2 NM_010050 AACTGGAT 81,25 -150,4
type Il

STEAP family member 4 Steap4 NM_054098 AACCCCTT 980, -113,7

* Der Wert beschreibt die Ubereinstimmung der gefudlen GRHL2-Bindungsstelle mit der
Haufigkeitsmatrix sowie den Grad der Konservierungder Bindungsstelle und der benachbarten
Sequenzen in den humanen und murinen Promotoren
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Zu diesem Zweck wurden jeweils 1 kbp der proximaRromotorsequenzen von 49
aktivierten und 64 reprimierten Genen unter Verweny einer Haufigkeitsmatrix, die
Substitutionen einzelner Basen innerhalb der KosiseiDNA-Bindungssequenz zulasst, nach
Anwesenheit potentieller GRHL2-Bindungstellen algds. Um sicherzustellen, dass die
dabei identifizierten, potentiellen GRHL2-Bindungjtgn physiologische Relevanz besitzen,
erfolgte parallel eine Analyse der proximalen Prtor&equenzen der humanen, orthologen
Gene mit denselben Parametern. Der Schwellenwertdigi Ubereinstimmung mit der
verwendeten Haufigkeitsmatrix des Bindungsmotivgdeuauf 85% gesetzt. Anschliel3end
wurde ermittelt, ob die identifizierten, potentsll GRHL2-Bindungstellen in Promotoren
zweier Spezies konserviert sind. Der Schwellengertorthologen Konservierung des Motivs
zwischen den menschlichen und den murinen Pronegjoesizen wurde auf 80 % festgesetzt.
Es konnten in den proximalen Promotorsequenzen8s/droch- und 9 herunterregulierten
Genen potentielle, ortholog-konservierte GRHL2-Bingsstellen identifiziert werden. Die

Ergebnisse der bioinformatischen Promotor-Analyse s Tab. 10 zusammengefasst.

3.4.4. Das GRHL2-Protein transaktiviert den Erbb3Promotor

Die hochste Ubereinstimmung mit der verwendeten figkeitsmatrix wurde fur eine
potentielle GRHL2-Bindungsstelle in der proximalétromotorregion des Erbb3-Gens
gefunden. Bei diesem Gen handelt es sich um eigligtt der ,Epidermal Growth Factor
Receptor® (EGFR) -Familie. Dieses Gen verstarkt Keexpression mit dem Erbb2-Gen,
dessen transformierende Wirkung [Holbro et al. 2Q0®I wird haufig in Mammakarzinomen
Uberexprimiert [Naidu et al., 1998]. Die poterlael ortholog-konservierte GRHL2-
Bindungsstelle wurde an Position -369 vor dem TkapsBonsstart des Erbb3-Gens
identifiziert. Um zu zeigen, dass der GRHL2-Traistkonsfaktor direkt an den Erbb3-
Promotor bindet und die Transkription des Erbb3<steuert, wurde eine Mutationsanalyse
mit verschiedenen Erbb3-Promotorfragmenten duréhigefHierflr wurden sieben Reporter-
Plasmide hergestellt, bei denen unterschiedlicloxiprale Errb3-Promotorsequenzen mit
entweder deletierter, mutierter oder nativer GRHAi@dungsstelle vor das Luciferase-
Reporter-Gen in den pGL4.10-Vektor kloniert wurdédese Reporter-Plasmide wurden
anschlieBend entweder mit einem GRHL2-Expressiasspld oder mit einem Leervektor in
yNX-eco-Zellen transient kotransfiziert und die tel@a Luciferase-Aktivitat in den
transfizierten Zellen bestimmt. Parallel dazu @teldie transiente Transfektion der Reporter-
Plasmide in parentale NIH3T3 oder NIH3T3/GRHL2-2all Zur Normalisierung wurde in
allen Anséatzen das Reporter-Plasmid pGL4.74 vereterid Abb. 22 sind die wichtigsten
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Charakteristika der hergestellten Reporter-Plasmittdie ermittelten, relativen Luciferase-
Aktivitaten (RLU) zusammenfassend dargestellt.

A
Konstrukt Promotorbereich* GRHL2-Bindungsstelle Schema
1 -246 bis + 70 - I ez
-246 +70
2 -390 bis +70 AACCGGCT e Il e
-390 +70
3 -390 bis +70 AA-CGGCT i Il s
-390 +70
4 -390 bis +70 AACCGICT -]L luc2
-390 +70
5 -390 bis +70 AASCGICT -I]]—ll luc2
-390 +70
6 -518 bis +70 AACCGGCT I_> luc2
-518 +70
- is + v — ™ luc2
7 1035 bis +70 AACCGGCT | =77 |
B
Transaktivierung ingNX-eco Transaktivierung in NIH3T3
3] [l wNX-eco/Vektor 31 B NIH3T3
[l v\ X-eco/GRHL2 [l \'H3T3/GRHL2
RLU 2/

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Reporter-Konstukte Reporter-Konstukte

Abb. 22: Mutations-Analyse der GRHL2-vermittelten Transaktivierung des Erbb-3-Promotors. A,
Wichtige Charakteristika und schematische Darstellng der hergestellten Reporter-Plasmide. *Position
der klonierten Promotorfragmente relativ zum Transkriptionsstart. B, Bestimmung der relativen
Luciferase-Aktivitat (RLU) der Reporterplasmide nach transienter Transfektion in ywNX-eco- und
NIH3T3-Zellen.

Aus den Ergebnissen der Mutations-Analyse geht digrdass es nur dann zu einem
signifikanten Anstieg der relativen Luciferase-Ait kommt, wenn ein Reporter-Plasmid
mit nativer GRHL2-Bindungsstelle in eine Zelllinmit GRHL2-Uberexpression transfiziert
wurde. So reicht die Mutation nur einer der beidewarianten Nukleotide innerhalb der
Konsensus-DNA-Bindungssequenz AACCGGTT bereits aus,eine Transaktivierung des
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Erbb3-Promotors zu unterbinden. Es konnte somiteigezwerden, dass der GRHL2-
Transkriptionsfaktor den Erbb3-Promotor Uber dievazuidentifizierte Bindungsstelle an
Position -369 vor dem Transkriptionsstart transedéti. Die Vorhersage fir eine direkte
Regulation durch GRHL2, die mit Hilfe der ,Phylogeit Footprinting“ Analyse aufgestellt

wurde, konnte bestatigt werden.

3.5. Herstellung von GRHL2-spezifischen, polykloran Antikbrpern

Fur die umfassende Expressions-Analyse eines Rsotsiellt die Verfugbarkeit eines
spezifischen Antikorpers eine Grundvoraussetzung tma Rahmen dieser Doktorarbeit
sollten deshalb polyklonale, GRHL2-spezifische Rotper in Kaninchen generiert werden.
Zu diesem Zweck erfolgte zunachst die Auswahl voeeigneten Peptiden fur die
Immunisierung. Um eine Kreuzreaktivitdt der Antigér mit anderen Mitgliedern der
Grainyhead-like Proteinfamilie auszuschliel3en, wuethe vergleichende Clustalw2-Analyse
(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) der primaren Prosgiquenzen mit den jeweils langsten
Isoformen der Grainyhead-like Proteine durchgefiihiGenebank-Eintrage: GRHL1:
NP_055367.2; GRHL2: NP_079191.2; GRHL3: NP_067003Auf die Darstellung des
Ergebnisses der Clustalw2-Analyse wird in diesebedtr verzichtet. Aus der ClustalW2-
Analyse geht hervor, dass die drei Proteine dem@mnaad-like Transkriptionsfaktor-Familie
auf Proteinebene einen hohen Grad an Sequenzhomolagfweisen. Einzig die
Proteinsequenzen, die zwischen der TransaktivisdDumane und der DNA-Bindungs-
Doméne liegen, sind weniger hoch konserviert. Diéshaurden aus diesem Bereich die
Peptidsequenzen SLATHSAYLKDDQRS (Peptid-1) und KDAAKFRSASVGAEE
(Peptid-2)zur Immunisierung ausgewabhlt. Die relative Lage Bleptid-Sequenzen innerhalb

der primaren Proteinsequenz ist in Abb. 23 dargjeste

Peptid-1: SLATHSAYLKDDQRS

Peptid-2: KDAATEKFRSASVGAEE

1

Abb. 23: Schematische Darstellung der relativen Lag der zur Immunisierung verwendeten Peptide

innerhalb der GRHL2-Proteinsequenz. Fur das GRHL2-Potein sind eine Transaktivierungs-, eine DNA-

Bindungs- und eine Dimerisierungsdoméne als funktioelle Proteindoméanen bekannt. Die ausgewahlten
Peptide liegen in der Region zwischen der Transakfierungs- und der DNA-Bindungsdoméne.

Transaktivierung

Dimerisierung

NH, | DNA-Bindung |
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Um Homologien der ausgewdahlten Peptide mit anddrekRannten Proteinsequenzen
auszuschlieBen, wurde zudem eine BLAST-Analyse (vaair.nim.nih.gov/BLAST)
durchgefuhrt. Im Zuge der BLAST-Analyse konntemleeSequenzhomologien mit Eintragen
der Datenbank festgestellt werden, so dass dieebd¥ptide nach chemischer Kopplung an
das KLHProtein (,Keyhole Limpet Hemocyanin®) zur Immunigieg von Kaninchen
verwendet wurden (siehe 2.4.1.). GRHL2-spezifigobigklonale Antikbrper wurden aus den
Seren der Versuchstiere mittels Affinitatschormeapyie aufgereinigt.

Um zu analysieren, ob die generierten Immunserew. baffinitdtschormatographisch
gereinigten Immunseren das GRHL2-Protein detektjereirden verschiedene Western-Blot-
Analysen von Ganzzellextrakten, die aus zwei GRldk@rimierenden Zelllinien (MCF7 und
ZR-75-1) und aus zwei Zelllinien ohne GRHL2-Expres§MDA-MB-435s und MDA-MB-
231) hergestellt wurden, durchgefiihrt. Als Posktmtrolle diente ein Ganzzellextrakt aus
yNX-eco-Zellen, die transient mit einem GRHL2-Exmies-Konstrukt transfiziert wurden.
In Abb. 23 sind Ergebnisse der Western-Blot-Anatygezeigt, die mit den unterschiedlichen
Antiseren von Peptid-li{ GRHL2-P1) und Peptid-21{GRHL2-P2) erhalten wurden.
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§ ~7 =3 3 ~3 == & L3 =3
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75 kDa - .
. —GRHL2 . 4 —GRHL2 a-GRHL2-Peptid-1
50 kDa - & o= -
I
|
75 kDa - ‘
| —GRHL2 "y )
{ ' W CRH2 GRHL2-Peptid-2
50 kDa -
o
- - - — -—— e = o — s e o-HSC70
Pra-Immunserum Immunserum affinitatschromatographisch

gereinigtes Immunserum

Abb. 24: Herstellung GRHL2-spezifischer polyklonale Antikdrper. Die Reaktivitat der Pra-Immunseren,
Immunseren und affinitdtschromatographisch gereinigen Antiseren wurde mittels Western-Blot-Analyse
von Ganzzellextrakten der angegebenen humanen Mamrkarzinom-Zelllinien ermittelt.
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Die Resultate zeigen, dass es gelungen ist zweikipolale anti-GRHL2-Antikérper zu
generieren, die spezifisch ein Protein mit einerhestaren Molekulargewicht von ca.
70kDa in GRHL2-exprimierenden nicht aber in GRHiggativen humanen
Mammakarzinom-Zelllinien detektieren. Ferner istsalbb. 24 ersichtlich, dass die
affinitdtschromatographische Reinigung zur Anrefahg hochspezifischer Antikorper fuhrte,
die keine nennenswerte Kreuzreaktivitat mit anddétesteinen in der Western-Blot-Analyse

aufwiesen.

3.6. GRHL2-Expression in humanen Mammakarzinom-Zdlinien

Um die GRHL2-Expression in zehn humanen Mammakamaizelllinien auf
transkriptioneller Ebene und auf Protein-Ebene estimmen, wurden eine Northern-Blot-
Analyse, eine Western-Blot-Analyse und eine RT-P&Rdyse durchgefihrt.

Fur die Northern-Blot-Analyse wurde die elektroptach aufgetrennte und immobilisierte
Gesamt-RNA der Mammakarzinom-Zelllinien mit einedipaktiv-markierten, GRHL2-
spezifischen cDNA-Sonde hybridisiert. Fiur die WaesBlot-Analyse  wurden
Ganzzellextrakte und de#-GRHL2-P1-Antikdrper eingesetzt. Fir die RT-PCR-Amsa
wurde zunachst die Gesamt-RNA der untersuchtenlirdefi in cDNA konvertiert. Um
unterschiedliche GRHL2-Transkripte zu analysiererfiolgte dann eine PCR-Reaktion mit
GRHL2-spezifischen Oligonukleotidprimern, die dearianten Bereich am 5-Ende der
GRHL2-cDNA flankieren.

Aus denen in Abb. 25 gezeigten Ergebnissen der dsgpns-Analyse von GRHL2 ist
ersichtlich, dass die Expression des GRHL2-Protsgts gut mit der Menge an GRHL2-
Gentranskripten korreliert. Aul3erdem ist zu erkenrass GRHL2 differentiell in den zehn
untersuchten humanen Mammakarzinom-Zelllinien ewjnt ist. Erstaunlicherweise ist
GRHL2 besonders stark in den eher gutartigen (ZR;7947-D), nicht aber in den
vergleichsweise aggressiven Mammakarzinom-Zeltin{ DA-MB-435s und MDA-MB-
231) exprimiert. Mit Hilfe der RT-PCR-Analyse koengezeigt werden, dass fur das GRHL2-

Gen zwei alternative Gentranskripte existieren.
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Abb. 25: Analyse der GRHL2-Expression in zehn humagn Mammakarzinom-Zellinien. In der Western-

Blot-Analyse erfolgte der Nachweis der GRHL2-Protaiexpression in Ganzellextrakten der untersuchten
Zelllinien. Als Ladekontrolle diente eine Western-Bot-Analyse des HSC70-Proteins. In der Northern-
Blot-Analyse wurde eine radioaktiv-marktierte Sonde zur Detektion von GRHL2-Gentranskripten in

Gesamt-RNA-Praparationen verwendet. Als Ladekontrle diente ein Ethidium-Bromid-gefarbtes
Agarosegel. In der RT-PCR-Analyse wurden GRHL2-spéfische PCR-Amplifikationsprodukte, die aus
der cDNA der Zelllinien hergestellt wurden, gelelelrophoretisch analysiert.

3.7. Expression der GRHL2-Isoformen in humanen Brutkrebszelllinien

Um zu ermitteln, in welchem Verhaltnis zueinander likiden GRHL2-Gentranskripte in den
zehn humanen Mammakarzinom-Zelllinen exprimiert dsinerfolgte eine absolute
Quantifizierung (siehe 2.3.18.) der GRHL2-Gentraipgk. Zunachst wurde cDNA aus
Gesamt-RNA-Praparationen der Zelllinien synthetisiann wurden die absoluten Mengen
beider GRHL2-Transkripte unter Verwendung der Qiigkleotid-Primer BOMqg-f und
BOMg-r mit einer quantitativen PCR-Reaktion bestimfiir die selektive Quantifizierung
des GRHL2-1-Transkripts erfolgte eine Quantifiziigumit den Oligonukleotid-Primern
BOM1qg-f und BOM1g-r. Der relative Anteil von GRHLR-und -2 in den jeweiligen
Zelllinien ergab sich aus der Differenz der absuMengen beider Transkripte und der
absoluten Menge des GRHL2-1-Transkripts. Um festtlesn, ob es in den humanen

Mammakarzinom-Zelllinien zu einer uneinheitlicheraiislation kommt, wurde paralell eine

83



Ergebnisse

Western-Blot-Analyse unter Verwendung des polyklendeptid-Antikorpers-20GRHL2-
P2) an den Zelllinien durchgefuhrt (Abb. 26).
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Abb. 26: Expressionsanalyse der beiden GRHL2-Gentreskripte in zehn humanen Mammakarzinom-
Zelllinien. A, Relative Verhaltnisse der GRHL2-Gentanskripte in den gezeigten Zelllinien, die durch me
absolute Quantifizierung mittels gqRTPCR ermittelt wurden. B, Western-Blot-Analyse von GRHL2-
Genprodukten in Ganzzellextrakten der gezeigten Z#inien. Zur Kontrolle der geladenen Proteinmengen
erfolgte eine Western-Blot-Analyse des HSC-70-Prates.

Mit Hilfe der absoluten Quantifizierung konnte gegewerden, dass in allen GRHL2-
exprimierenden Zelllinien beide GRHL2-Gentranskeigiebildet werden. Der Anteil des
GRHL2-2-Gentranskripts an der gesamten GRHL2-Tnapiskenge liegt in den untersuchten
Zelllinien zwischen 10% und 40%. Die Western-Blatalyse zeigt, dass in den humanen
Mammakarzinom-Zelllinien auch kleinere GRHL2-Gerthrkte nachweisbar sind. Das
elektrophoretische Migrationsverhalten dieser Gedpkte lasst darauf schlie3en, dass auch
in den humanen Mammakarzinom-Zelllinien internenBtationsstartpunkte des GRHL2-2-
Gentranskripts genutzt werden. Die alternativen peaiukte tben moglicherweise eine

tatsachliche physiologische Funktion aus.

3.8. Das GRHL2-2-Gentranskript wird durch alternatives Spleil3en erzeugt
Es konnte gezeigt werden, dass in humanen MammakarzZelllinien zwei

unterschiedliche GRHL2-Gentranskipte existieren. den spezifischen Mechanismus zu
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ermitteln, der zur Entstehung dieser GRHL2-Gentmpte fuhrt, wurden die beiden PCR-
Amplifikationsprodukte, die in der RT-PCR-Analysat aDNA aus der Mammakarzinom-
Zellinie GI-101 erzeugt wurden, sequenziert und Hiife einer globalen Lalign-Analyse

(www.ch.embnet.org/cgi-bin/lalign) untersucht (Al26).

100 110 120
GRHL2-1 GTGTCTGOCCATTGCCACGATCCAGGAGGAC TCCGCGCGCCCGGRCCGCC TCCGAGC TCGGGECCCCATGTEAGGGGCCCCCCCTTATCCCACCTTTCCGEC [ AGGT SAGGGCGIGAGCGE

GRHL2-2 GTGTCTGLCCAT TECCACGAT CCAGGAGGEAC TCCECEICGOCCGEICGCC TCCGAGC TCEGECCCCATGTGAGGGEECCCCCCCT TATCCCACC T T T GG AG—— —————————————
10 20 30 40 50 60 70 BO 90 100

150 lao 170 180 150 200 210 220 230 240
GRHL2-1 GCGAGCGAGCGAGAGTGGTGAGEEEGEGEACGEAAAAGC AGAAT TACCTGTAGCTCT TGT TCTGCCATCTCGGGCGC TCTCACACACCTTCACCTGCACAGACTTGAAAGTCCAGT TTCACC

GRHL2-2

270 280 200 300 31 320 330 340 350 360

GRHL2-1 A AGEC TG AGEC T AGGE AL A NG CGEAGC AT TCAT TEGAT C AL ACATGTCAC AL AGT CEEARAAT ART AL AAGACT AeTGECCT TAGTGCCCATGCCCAGTGEACCCTCCATTCALT A

GRHL2-2 T T ARAAGACT AGTGGCCTTAGTGLCCATGCCCAGTGACCCTCCATTCAATA
110 120 130 140 50

480

GRHL2-1 CCCGAAGAGCCT ACACCAGTGAGGAT GAAGCCTGEAAGT CAT ACT TGEEAGANT CCCCTEAT AGC AGCC AT ALGGCCATGATGATCAT T AATGETGATGAGGACAGTGCTGCTGCCCTCG

GRHL2-2 CCCGAAGAGCCTACACCAGTGAGGATGAAGCC TGEAAGTCATACTTGEAGAAT CCCCTGACAGCAGCCACC AAGECCATGATGATCATTAATGETGATGAGGACAGTECTGCTGCCCTCG
lad 170 180 190

220 230 240 250 260 270
530 540 550 560 570 580 590 600
GRHL2-1 GCCTECTCTATGACTACTACAAGGT TCCTCGAGACAAGAGGCTGCTGTCTGTAAGCAAAGC AAGTGACAGCCAAGALGACC AGGAGAALAGALAACTGCCT TGGCACCAGTGAAGCCCAGA

GRHL2-2 GCCTGCTCTATGACTACTACAAGGT TCCTOGAGACAAGAGGC TGCTGTCTET AAGCAAAGC AAGT GACAGCCAAGAAGACC AGGAGAALAGAAACTGCCTTGECACC AGTGAAGCCCAGA
280 290 300 310 320 330 340 350 360 370

Abb. 27: Lalign-Analyse der Sequenzen von zwei untechiedlichen PCR-Amplifikationsprodukten der
GRHL2-cDNA. Beide Amplifikationsprodukte wurden in einer RT-PCR-Analyse des 5-Bereichs vom
GRHL2-Gen mit den Primern BOMRT-0 und BOM-RT-3 aus cDNA von GI-101-Zellen erzeugt. Die
Grenzen einer ermittelten Deletion sind farblich makiert.

Aus der in Abb. 27 gezeigten Lalign-Analyse gehtvbg dass im kirzeren GRHL2-2-
Gentranspript 203 Basenpaare deletiert sind. Dete &@RHL2-Exon enhélt eine Konsensus-
Sequenz fUr eine interne 5-Splei3stelle [Ast, JOQNGGT; Position 104 bis 107, grine
Markierung in Abb. 27), die alternativ zur natiinén Speif3stelle (Position 307 bis 310, rote
Markierung in Abb. 27) genutzt werden kann und d$omir Bildung eines varianten

Gentranskriptes (GRHL2-2) fuhrt. Der vorgeschlag&meiRmechanismus des GRHL2-2-
Gentranskripts ist in Abb. 28 schematisch dargstel

GRHL2-1
1. Start-Kodon 2. Start-Kodon

-

Exon 1 Exon 2

GRHL2-2

Abb. 28: Schematische Darstellung des SpleiBmechamus, der zur Bildung des GRHL2-2-
Gentranskripts fuhrt. Durch die Verwendung einer alternativen 5’-Spleif3stelle im ersten GRHL2-Exon
kommt es bei der Erzeugung des GRHL2-2-Gentranskrifs zur Deletion des 3'-Bereiches der ersten
GRHL2-Exons. Diese Deletion umfasst auch das ersitart-Kodon des offenen Leserahmens der GRHL2-
MRNA.
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Durch den in Abb. 28 gezeigten Spleiimechanismes@RHL2-2-Gentranskripts werden
Sequenzen am 3’-Ende des ersten GRHL2-Exons, dieedste Start-Kodon enthalten,
deletiert. Beim GRHL2-2-Gentranskript beginnt dietintranslation deshalb am zweiten
Start-Kodon, wodurch ein am N-Terminus um 16 Améwosn verkirztes Protein entsteht.
Dieser Mechanismus deckt sich somit mit den bengitblizierten Proteinsequenzen der

beiden Isoformen (www.expasy.org/uniprot; Eintr&#ESB3-1 und Q61SB3-2).

3.9. Das GRHL2-Protein besitzt eine nukleare Lokaation

Um die subzellulare Lokalisation des GRHL2-Protems bestimmen, wurden kultivierte
GI-101-Zellen einer immunzytologischen Farbung tmdgen. Als primare Antikorper
wurden hierfir die GRHL2-spezifischen, polyklonal@ntikorper a-GRHL2-P1 und —P2
verwendet (Abb. 29). Aus den in Abb. 28 dargedslimmunzytochemischen Farbungen ist
ersichtlich, dass das GRHL2-Protein in GI-101-&elausschliellich im Zellkern lokalisiert

ist.
o . .
GRHL2 DAPI GRHL2/DAPI
o-GRHL2-P2

GRHL2 DAPI GRHL2/DAPI

Abb. 29: Ermittlung der subzellularen Lokalisation des GRHL2-Proteins in GI-101-Zellen durch
immunzytochemische Farbungen mit den polyklonalen Atikdrpern o-GRHL2-P1 und —P2. Zellkerne
wurden durch Gegenfarbung mit DAPI-Farbstoff dargegellt. Die Dokumentation erfolgte bei 40-facher
VergréRerung im Fluoreszenzmikroskop.
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3.10. Etablierung und Charakterisierung von MDA-MB-468-Zellen mit stabiler
GRHL2-Uberexpression

Um die Bedeutung des GRHL2-Gens wahrend der Enlwigk und Progression des
humanen Mammakarzinoms genauer zu analysierente s@ln Modellsystem zur
Durchfihrung weiterfihrendern vitro und in vivo Studien etabliert werden. Da ein
Uberexpressionssystem etabliert werden sollte, eurfdir die Etablierung dieses
Modellsystems die Zelllinie MDA-MB-468 ausgewah@iese Zelllinie hat eine relativ
geringe GRHL2-Proteinexpression und bildet auf3erdsen subkutaner Implantation in
Nacktméause Tumore [Price, 1990], so dass sie gittzipiell auch furin vivo Analysen
eignet.

Zur Herstellung von MDA-MB-468-Zellen mit stabileBRHL2-Uberexpression, wurde
zunéchst ein GRHL2-Expressionplasmid hergestelt. ®BRHL2-cDNA wurde aus GI-101-
Zellen unter Verwendung der Oligonukleotid-PrimeDMFL-f und BOMFL-r amplifiziert
und in den Expressionsvektor pCMV3 kloniert. Durdfie Verwendung dieses
Expressionsvektors wurde an den C-Terminus des GRPtbteins eine zusatzliche
Hamaglutinin-Peptid-Sequenz (HA) fusioniert. Diessyr genannte HA-Tag erlaubt eine
selektive Detektion des rekombinaten Proteins ve@m cHintergrund der basalen GRHL2-
Proteinexpression. Mit dem GRHL2-Expressionplasmidrden MDA-MB-468-Zellen
transfiziert und Zellklone mit stabiler GRHL2-Ubgpeession mit Geneticin-haltigem
Zellkulturmedium selektioniert. Die Zellklone wumd@nschlie3end mit Hilfe einer Western-
Blot-Analyse unter Verwendung eines HA-spezifischémtikdpers hinsichtlich der
transgenen GRHL2-Expression untersucht.

Die Expression des HA-markierten GRHL2-Proteinpamentalen, Vektor-transfizierten und
zwei besonders stark GRHL2-Uberexprimierenden MDB-#468-Zellklonen (MDA-MB-
468/GRHL2#1 und #2) wurde auf der Ebene der Gesltrgste mittels gRT-PCR und auf
Proteinebene mittels Western-Blot-Analyse  untersuchAuf3erdem  wurde die
Proteinexpression von E-Cadherin, dessen Expresdii@kt von GRHL2 reguliert wird
[Wilanowski et al., 2008], in den jeweiligen Zellelmrch eine weitere Western-Blot-Analyse
analysiert. Um Veranderungen im Proliferationsviemader GRHL2-Uberexprimierenden
Zellklone zu untersuchen, erfolgte aul3erdem eingyse der Teilungsaktivitat der Zellen.
Aus den in Abb. 30 gezeigten Ergebnissen geht hedass es gelungen ist, in den stabil
transfizierten MDA-MB-468-Zellklonen eine etwa 1&che bzw. 20-fache Uberexpression
des GRHL2-Transkriptes, die mit einer deutlich étle@d Proteinexpression einhergeht, zu
erzeugen. In der Analyse der Proteinexpression Ee@adherin und der Analyse der

Teilungsaktivitdt der GRHL2-Uberexprimierenden Kielhe ist jedoch kein Unterschied zu
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den parentalen und Vektor-transfizierten ZellentzZigstellen. Die Uberexpression des
GRHL2-Proteins in MDA-MD-468-Zellen fluhrt in Bezwayf die untersuchten Merkmale zu
keinen Veranderungen. Die transfizierten Zellen neig sich aufgrund fehlender
phanotypischer Unterschiede zur parentalen Zedllinicht als Modellsystem fir weitere
Studien.
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Abb. 30: Charakterisierung von GRHL2-lUberexprimierenden MDA-MB-468-Zellklonen. A, Western-
Blot-Analyse von Ganzzellextrakten der gezeigten Zénien. Es wurde die GRHL2-Proteinexpression
unter Verwendung dese-GRHL2-Peptid-1-Antikdrpers und eines HA-spezifisclen Antikdrpers analysiert.
AuRerdem erfolgte die Analyse der Proteinexpressiomles GRHL2-Zielgens CDH1. Zur Kontrolle der
geladenen Proteinmengen wurde die HSC70-Proteinexgssion untersucht. B, relative Quantifizierung
der GRHL2-Transkripte durch eine gRT-PCR-Analyse. C, Analyse der Teilungsaktivitdit von den
gezeigten Zellen.
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3.11. Etablierung und Charakterisierung von MCF-7-Zllen mit stabiler
GRHL2-Uberexpression

Da mit den MDA-MB-468-Zellen kein geeignetes GRHUIRerexpressionssystem generiert
werden konnte, sollten MCF-7-Zellen mit stabiler KHR-Uberexpression erzeugt werden.
Auch diese Zelllinie hat eine relativ geringe GRHR&teinexpression und bildet nach
subkutaner Implantation in Nacktmause Tumore [Rrit@30]. Um Zellklone mit einer
stabilen GRHL2-Uberexpression zu erzeugen, wurdsealbe Expressionsplasmid wie fir die
Transfektion der MDA-MB-468-Zellen verwendet. MCFZéllklone mit stabiler GRHL2-
Uberexpression wurden durch eine Western-Blot-Asglymit einem HA-spezifischen
Antikorper identifiziert. Wiederum wurden zwei Zdtbne mit besonders starker GRHL2-
Uberexpression (MCF-7/GRHL2#1 und #2) hinsichtlitghr bereits bei der Charakterisierung
der MDA-MB-468-Zellen untersuchten Zelleigenschaf@nalysiert. Zusatzlich erfolgte die
Western-Blot-Analyse des GRHL2-Zielgens ERBB3 im dentersuchten Zellen, welches
mittlerweile durch parallel durchgeflihrte Experireerals GRHL2-Zielgen identifiziert
werden konnte (siehe 3.4.).

Aus den in Abb. 31 gezeigten Ergebnissen geht hedass es gelungen ist, in den stabil
transfizierten MCF-7-Zellen eine 10- bzw. 15-fatheerexpression des GRHL2-Transkriptes
zu erzeugen. In den Zellklonen mit einer GRHL2-@h@resion kommt es
Uberraschenderweise zu einer deutlichen Represigo&RBB3-Proteinexpression, wahrend
die E-Cadherin-Proteinexpression leicht ansteigtstdtinlicherweise proliferieren die
GRHL2-lUberexprimierenden langsamer als die paremtahd Vektor-transfizierten MCF-7-
Zellen, so dass die GRHL2-Uberexpression in den McZellen in Hinblick auf die ERBB3-
Expression und die Teilungsaktivitat die genau gegkgen Effekte wie in NIH3T3-Zellen
induziert hat. Womit gezeigt wurde, dass GRHL2 inCR47-Zellen eher eine

Tumorsuppressor-Funktion austibt.
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Abb. 31: Charakterisierung von GRHL2-Uberexprimierenden MCF-7-Zellklonen. A, Western-Blot-
Analyse von Ganzzellextrakten der gezeigten Zelllian. Es wurde die GRHL2-Proteinexpression unter
Verwendung des a-GRHL2-Peptid-1-Antikdrpers und eines HA-spezifisclen Antikdrpers analysiert.
AuRerdem erfolgte die Analyse der Proteinexpressiomler GRHL2-Zielgene ERBB3 und CDH1. Zur
Kontrolle der geladenen Proteinmengen wurde die HS¥D-Proteinexpression untersucht. B, relative
Quantifizierung der GRHL2-Transkripte durch eine gR T-PCR-Analyse. C, Analyse der Teilungsaktivitat
von den gezeigten Zellen.

3.12. Studien zur Regulation der Aktivitat des GRIL2-Proteins
Es konnten erfolgreich GRHL2-Uberexprimierende iKdefie der Zelllinien MCF7 und MDA-
MB-468 generiert werden (siehe 3.10. und 3.11.)e Miberexpression des GRHL2-
Transkriptionsfaktors fuhrte in MCF-7-Zellen jedocticht in MDA-MB-468-Zellen zu
Veranderungen der Expression von GRL2-Zielgenenderdrl eilungsaktivitat. Dies liel3 den
Schluss zu, dass die Aktivitat des Transkriptiokisfiis GRHL2 moglicherweise noch durch
andere Faktoren, wie z.B. durch Phosphorylierund Umeraktion mit anderen Proteinen
bestimmt sein konnte.
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3.12.1. Darstellung des GRHL2-Proteins in einer Wésrn-Blot-Analyse nach
zweidimensionaler Proteinauftrennung

Um zu untersuchen, ob die Aktivitat von GRHL2 duréhosphorylierung reguliert sein
kénnte, wurde eine 2D-Western-Blot-Analyse durctibef Durch eine Phosphorylierung
wird zusatzliche negative Ladung an ein Proteineéiingt. Dies bewirkt eine Verschiebung
des isoelektrischen Punktes in den sauren BereRtoteine mit unterschiedlichen
Phosphorylierungsstatus lassen sich daher in derdawensionalen Gelelektrophorese als
multiple Signale darstellen, die sich nicht wesehtln ihrem scheinbaren Molekulargewicht
jedoch in ihrem isoelektrischen Punkt unterscheidém aus den Zellextrakten von drei
Zelllinien mit stabiler GRHL2-Uberexpression, die Laufe dieser Doktorarbeit hergestellt
wurden, derartige Signalmuster darzustellen, wudierentsprechenden Ganzzellextrakte mit
Hilfe einer zweidimensionalen Proteinauftrennungd anschlieRender Western-Blot-Analyse
mit einem GRHL2-spezifischen Antikorper untersucbtas Ergebnis der Analyse der
Ganzzellextrakte von GRHL2-Uberexprimierenden NIB3™MCF-7- und MDA-MB-468-
Zellen ist in Abb. 32 dargestellt.

In den 2D-Western-Blot-Analysen konnte das GRHLAtIn in multiplen Signalen
dargestellt werden. Mdglicherweise lassen sich QIgnale auf eine Phosphorylierung des
GRHL2-Proteins zurickfuhren. Die multiplen Signalad aber allenfalls Indizien fur eine
Phosphorylierung, weil auch andere Proteinmodifthegn oder auch Proteinisoformen zur
Bildung von Signalketten fuhren konnen. Die ernitiéte Ergebnisse der 2D-Western-Blot-

Analysen besitzen daher nur vorlaufigen Charakter.

MW NIH3T3/GRHL2 MCF7/GRHL2 MDA-MB-468/GRHL2
pH 4 pHY? pH4 pH7 pH4 pH 7
70 kDa- - - -
50 kDa-
— - o

Abb. 32: Zweidimensionale Western-Blot-Analyse de&RHL2-Proteins in GRHL2-Uberexprimierenden
Zelllinien. Ganzzellextrakte der gezeigten Zelllinen wurden durch eine zweidimensionale Elektrophores
im pH-bereich von 4 bis 7 aufgetrennt und anschlie®hd immobilisiert. Die spezifische Detektion des
GRHL2-Proteins erfolgte mit dema-GRHL2-Peptid-1-Antikérper.
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3.12.2. Expressionsanalyse der Transkriptionsfakt@n GRHL1 und GRHL3 in
humanen Mammakarzinom-Zelllinien

Die Transkriptionsfaktoren GRHL1 und GRHL3 bildent dem GRHL2-Protein Hetero-
Dimere [Wilanowski et al., 2002, Ting et al., 2008hd binden zudem an die gleiche
Konsensus-DNA-Sequenz [Ting et al.,, 2005; Wilanawsk al. 2008]. Um mdgliche
Interaktionspartner von GRHL2 zu identifizieren, rden Northern-Blot-Hybridisierungen
durchgefuhrt. Es wurden Gesamt-RNA-Praparationgnzdan Mammakarzinom-Zelllinien
in einer denaturierenden Gelelektrophorese aufgetreund anschlielend auf einer
Nylonmembran immobilisiert. Der spezifische Nachsvéer mRNA-Expression von GRHL1
und GRHL3 erfolgte durch Hybridisierung mit spezifien, radioaktiv-markierten DNA-
Sonden. In Abb. 33 sind die Ergebnisse der NortiBot-Analyse von GRHL1 und GRHL3
gezeigt.

Die Northern-Blot-Analysen von GRHL1 und GRHL3 zs&ig dass beide Gene in humanen
Mammakarzinom-Zelllinien — exprimiert werden. Wie eoh bei der GRHL2-
Expressionanalyse zu beobachten war, ist die Esjoresyon GRHL1 und GRHL3 in den
untersuchten Zelllinien differentiell. Aul3erdemdis¢ Expression von Genen der Grainyhead-
like Familie in den analysierten Zelllinien jeweilaterschiedlich, was vermuten lasst dass die
Expression von GRHL2-Proteinen unterschiedlicheguRgionsmechanismen unterworfen
ist. Aufgrund der hohen Expression des GRHL3-Garder Zelllinie MDA-MB-468 kommt
eine mogliche Interaktion des GRHL3-Genprodukteisdam GRHL2-Genprodukt in Frage.
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Abb. 33: Northern-Blot-Analyse von humanen Mammakazinom-Zelllinien hinsichtlich der Expression
von GRHL1 und GRHL3. Fiir die Hybridisierungen wurden **P-markierte cDNA-Fragmente der beiden
Gene verwendet. Als Ladekontrolle diente ein Ethidim-Bromid-geféarbtes Agarosegel. Die Lauffront der
28S- und 18S-rRNA sind am Rand markiert.
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3.13. GRHL2-Protein-Expression in humanen Geweben

Fur die Bestimmung der GRHL2-Protein-Expression huumanen Geweben wurde ein
kommerziell erhaltlicher, multipler Gewebe-ArrayMA, ISU ABXIS CO., LTD, A103 (IV),
Seoul, Sud-Korea) verwendet. Dieser TMA, auf desg@samt 54 Gewebetypen mit jeweils
zwei Stanzen (Durchmesser 1 mm) lokalisiert waremrde mit dem Affinitats-
chromatographisch gereinigten AntikOrp@iGRHL2-P2 Antikorpers immungefarbt (siehe
2.4.10). Da es sich bei der Uberwiegenden AnzahlGdeHL2-exprimierenden Gewebe um
Epithelien handelte, sind die wichtigsten Ergebmister Immunfarbungen epithelialer

Strukturen verschiedener Lokalisation in Tab. 14amamengefasst.

Tab. 11: GRHL2-Expression in humanen Gegben

Gewebelokalisation GRHL2-Expression
Larynx ++
Pharynx ++
Cavum oris ++
Cutis ++
Pulmo +++
Mamma +
Hepar +
Vesica billaris ++
Oesophagus +
Gaster -/+
Duodenum +
Jejunum ++
lleum +
Appendix ++
Colon +++
Rectum +
Appendix vermiformis +
Prostata ++
Exocervix ++/+++
Endocervix +
Endometrium, proliferativ ++/+++
Endometrium, sekretorisch -l+
Ovarium ++
Cortex renalis +
Medulla renalis

Cortex glandulae suprarenalis +
Ureter ++
Vesica urinaria ++

+: schwache, ++: moderate, +++: starke GRHL2-Expreson
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Die GRHL2-Immunfarbung war vorwiegend im Nukleus lm@pbachten. Endothelzellen der
gewebestandigen Gefalie zeigten teilweise schwashediiige zytoplasmatische GRHL2-
Immunreaktion. Auch in der Plazenta und DezidualVBRHL2 exprimiert. In den folgenden
Geweben lie3 sich mit dem vorliegenden Normalgewie@ jedoch keine GRHL2-
Expression nachweisen: Kleinhirn, Herz, Tonsillévilz, Speicheldrisen, Schilddruse,
Skelettmuskulatur, Pankreas, Nabelschnur, Eileitéoden oder im Nebennierenmark.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass da$LZRrotein in einer Vielzahl von
adulten Geweben exprimiert wird. Aufgrund der ggein GroRe der Gewebeproben sowie
der limitierten Anzahl an Stanzen lassen sich jad&eine weiteren allgemeingultigen
Aussagen zum jeweiligen Gewebetyp treffen. Dendasst sich zusammenfassend festhalten,

dass GRHL2 vorwiegend im Kern von Epithelzellenrexpert wird.

3.14. GRHL2-Protein-Expression in humanen Tumoren

Zur Untersuchung der GRHL2-Proteinexpression irewathiedlichen Tumorentitaten wurde
der kommerziell erhéltliche Tumor-TMA (ISU ABXIS COLTD, A301(V), Seoul, Sud-
Korea) mit dem polyklonalen Antikérper-GRHL2-P2 Antikérpers immungefarbt (siehe
2.4.10). Auf diesem TMA waren Gewebe von 30 untgestlichen Tumorentititen (je 2
Stanzen eines Tumorgewebes sowie eine Stanze muadlgewebe, das angrenzend an den
Tumor mit resektiert wurde) mit jeweils einem Durasser von 1 mm aufgebracht. Die
Auswertung des Arrays ist in Tab. 12 zusammengefass der Auswertung ist ersichtlich,
dass das GRHL2-Protein in verschiedenen, vorwiegepithelialen malignen Tumoren
exprimiert wird. Zur Bestatigung der ebenfalls iardrabelle erfassten Expressionsstarke
mussen jedoch weitere Félle der entsprechenden rEumitdten bzw. Gewebetypen

analysiert werden.
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Tab. 12: GRHL2-Expression in unterschiedlichen Turnrgewebe und korrespondierenden Normalgewebe

Gewebe Art des Tumors .?Er: OLré-eIEV;(gtr)eesaon m Eoﬁrl-e”;goi)c(ﬁérlgwden
Normalgewebe
Cutis Plattenepithelkarzinom ++ +++
Cutis Melanom +++ ++
Larynx Plattenepithelkarzinom +++ +++
Pharynx Plattenepithelkarzinom +++ ++
Tonsilla Plattenepithelkarzinom +++ +++
Glandula Papillares Adenokarzinom - n.a.
thyroidea
Glandula thyroidea Follikulares Adenokarzinom ++ a.n.
Pulmo Plattenepithelkarzinom +++ ++
Pulmo Papillares Adenokarzinom + n.a.
Nephros Renalzellkarzinom + +
Nephros Papillares TCC +++ n.a.
Vesica urinaria Adenokarzinom +++ n.a.
Vesica urinaria Urothel-Karzinom +++ +++
Mamma Duktales Mammakarzinom + ++
Mamma Lobuldres Mammakarzinom ++ +++
Cervix uteri Plattenepithelkarzinom +++ ++
Cervix uteri Muzines Adenokarzinom ++ ++
Endometrium Adenokarzinom + +
Ovarium Serdses Adenokarzinom + ++
Ovarium Muzines Adenokarzinom +++ +
Testis Seminoma ++/+++ ++
Prostata Adenokarzinom ++ ++
Gaster Adenokarzinom ++ +
Gaster Siegelring-Karzinom ++ ++
Hepar Leberzellkarzinom - -
Hepar Adenokarzinom ++ +
Vesica billaris Papillares Adenokarzinom +/++ ++
Pancreas Adenokarzinom ++/+++ n.a.
Colon Adenokarzinom -+ n.a.
Nodus lymphaticus Metastase ++ +

+: schwache GRHL2-Expression, ++: moderate GRHL2-Exression, +++: starke GRHL2-Expression, -:
keine GRHL2-Expression

3.15.

GRHL2-Protein-Expression in humanen Mammakazinomen

Um die Protein-Expression in humanen Mammakarzimomme untersuchen, wurde der
kommerziell erhéltliche TMA (ISU ABXIS CO., LTD, A2(l), Seoul, Std-Korea) mit dem
polyklonalen Antikérpen-GRHL2-P2 (siehe 2.4.10) immungeféarbt. Auf dem Théfinden
sich 78 Stanzen von 39 verschiedenen duktalen M&amnaomen und 8 angrenzenden
nicht-neoplastischen Geweben.
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Tab. 13: Auswertung des TMAmiIt Brustkrebsgewebe

GRHL2-Expression - + ++ +++
Gesamtanzahl fjer 0 5 13 20
untersuchten Falle

_ ) 1 0 0 6

Differenzierungsgrad
, 2 0 1 4 8
(Black’s Nuclear Grade)
3 0 4 3 11
) 1 0 1 3 1
Tumorstadium ) 0 )
(Bloom-Richardson’s Grade) 1 4 !
3 0 3 6 7
+ 0 4 5 7
Lymphknoten-Status
- 0 1 8 11
) + 0 3 9 12
Ostrogenrezeptor-Status
- 0 2 4 6
+ 0 3 7 7
Progesteronrezeptor-Status
- 0 2 6 11
+ 0 1 8 14
HER2-Status
- 0 4 5 4

-: keine GRHL2-Expression, +: schwache GRIER-Expression,
++: mittlere GRHL2-Expressiont++: starke GRHL2-Expression

In allen untersuchten Tumoren konnte eine nukle@RHL2-Expression nachgewiesen
werden. In 20 Tumoren konnte eine starke GRHL2-Bsgion detektiert werden, 13
Karzinome zeigten eine moderate GRHL2-Expressiad,ino 5 Karzinomen war eine leichte
GRHL2-Expression zu beobachten. In Tab. 13 sind Higebnisse der GRHL2-

Immunfarbungen in Abhéangigkeit von klinisch-pathgisthen Parametern, die vom
Hersteller des TMAs zur Verfigung gestellt wurdeargestelt.

Eine statistische Auswertung, der in Tab. 11 gdemigdaten ist aufgrund der geringen
Fallzahlen nicht sinnvoll. Tumoren mit geringer GEHExpression scheinen jedoch mit der
Lymphknotenmetastasierung und einer fehlenden HEB®expression assoziiert zu sein.
An den Tumor angrenzendes normales Brustdrisengewdsts von 6 Fallen ausgewertet
werden konnte, zeigte moderate bis meistens starkieare GRHL2-Expression.

Da Gewebestanzen nur bedingt Aussagen zur Verteilgr Expression innerhalb des
Gewebes zulassen, wurden zuséatzlich Paraffinsehmgh 10 Mammakarzinompraparaten,
die freundlicherweise von Prof. Dr. T. Loning ausnd Institut fur Pathologie, UKE zur

Verfigung gestellt wurden, mit dem polyklonalen ikétper a-GRHL2-P2 (Verdinnung

1:500) immungefarbt (siehe 2.4.10.).
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Auch in diesen Mammakarzinomen konnte die nukl&RélL2-Expression mit tberwiegend
malfiger bis starker Intensitat (Abb. 34 C und D3tégt werden. Insgesamt konnte eine
homogene Verteilung der GLRH2-positiven Tumorzellem Tumorgewebe beobachtet
werden (Abb. 34 C). Interessanterweise lieRenjedbch vereinzelt invasive Bereiche an der
Invasionsfront mit fehlender GLHR2-Expression erkam (Abb. 34 D, Pfeilmarkierung).
Angrenzendes normales Brustdrisengewebe mit repédre LAppchen imponierte ebenfalls
mit magiger bis starker nuklearer Immunfarbung (AbbA und B).

Abb. 34: Immunhistochemischer Nachweis der GRHL2-Egression in normalen Brustdriisengewebe mit
regelrechten Lappchen (A, B) und angrenzendem Mamniarzinomen (C, D). Braun: nukledre GLHR2-
Expression, blau: Kerngegenféarbung mit Hamalaun. De Pfeil markiert den Verlust der GRHL2-

Expression in einem invasiven Focus des Tumors. @inalvergrofRerung (A. x50, B: x100, C: x200, D:
x400).
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4, Diskussion

Ziel dieses Promotionsvorhabens war es, neue Pokmgene zu identifizieren, die an der
Entstehung oder Progression des humanen Mammagarzibeteiligt sein konnten. Da die
Identifizierung von Proto-Onkogenen experimentelrsaufwendig ist und sich gleichzeitig
andere heutzutage vielfach eingesetzte Arbeitsteehnwie z.B. der Nachweis differenziell
exprimierter Gene mittels ,Differential Display* @, ,Serial Analysis of Gene
Expression (SAGE), DNA-Microarrays, Proteomanalgsker verwandte Techniken a priori
nur bedingt dazu geeignet sind, an der malignensfoamation von Zellen beteiligte Gene zu
identifizieren, wurde ein anderer experimentelleisatz gewabhlt, der als ,retrovirale cDNA-
Expressionsklonierung von Brustkrebs-assoziierteneg®“ bezeichnet werden kann. Die in
dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigen deuttiaks sich mit Hilfe dieses experimentell
doch sehr aufwendigen Verfahrens interessante Katefigene identifizieren lassen, die
dann in weiterfihrenden Expressionsstudien odektimmellen Analysen im Hinblick auf

eine mogliche Bedeutung fir das humane Mammakarzunatersucht werden kénnen.

4.1. Methodische Aspekte der retroviralen cDNA-Expessionsklonierung von
Proto-Onkogenen

Mit Hilfe der retroviralen cDNA-Expressionskloniemy konnten insgesamt 31 cDNAs mit
transformierenden Eigenschaften, die sich von 1T7erschiedlichen Genen ableiten,
identifiziert werden. Sieben dieser Kandidatenggnd bisher noch nicht als Proto-Onkogene
klassifiziert und meist auch funktionell wenig odgar nicht charakterisiert worden. Als
»proof-of-concept” konnten dartiber hinaus weiteerz Gene identifiziert werden, die bereits
als Onkogene in der Literatur beschrieben sind. iS@&sst sich zweifelsfrei feststellen, dass
der gewahlte experimentelle Ansatz mit gro3em Bréirchgefihrt worden ist.

Ein wichtiges Ziel dieses Promotionsvorhabens belstauch darin, diesen methodischen
Ansatz weiterzuentwickeln. Deshalb wurden im Gegenszu einer vorangegangenen
retroviralen cDNA-Expressionsklonierung von ProtokOgenen nicht Oligo(dT)- sondern
randomisierte Hexaoligonukleotide fir die cDNA-Bteingsynthese eingesetzt. Obwohl
beide Verfahren unter identischen Bedingungen dyefitnrt wurden und auch zur
Identifizierung einer gleichen Anzahl von cDNAs niansformierenden Eigenschaften
fuhrten, zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass \tkewendung einer ,random-
geprimten“ cDNA-Expressionsbibliothek zu favoriger ist. So gelang bei diesem
experimentellen Ansatz die Identifizierung von iesgmt 17 Proto-Onkogenen, wéhrend der
Einsatz einer ,random-geprimten* cDNA-Expressiob$ibthek zur Isolierung von nur flnf

unterschiedlichen Proto-Onkogenen fiihrte. Als wiistie Ursache fur diesen gravierenden
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Unterschied ist anzufihren, dass die Anzahl von ABNMagmenten, die fir den
Lymphotoxin-3 Rezeptor (LTRR) kodieren, drastisa@duziert werden konnte. cDNA-
Fragmente, die sich vom LTRR-Gen ableiten, stellienMehrzahl (16 von 31 cDNAS) der
identifizierten cDNA-Fragmente mit onkogenen Eigdraften bei der Durchfuhrung der
retroviralen cDNA-Expressionsklonierung von ProtokOgenen mit Hilfe von ,Oligo(dT)-
geprimten” cDNA-Expressionsbibliotheken dar. Die rwWendung L<rfandom-
geprimter® cDNA-Expressionsbibliotheken fihrt alsaur Identifizierung von cDNA-
Fragmenten, die sich von einer groReren Zahl wfierdlicher Gene ableiten. Der
hauptséachliche Vorteil des in diesem Promotionsaoein gewdahlten experimentellen
Ansatzes besteht demnach in der Identifizierungregnb3eren Vielfalt von Kandidatengenen,
die die Wahrscheinlichkeit deutlich erhdht, nochitestgehend uncharakteriserte Proto-
Onkogene zu finden.

Ein  weiterer Vorteil der Verwendung einer ,randoepgmten‘ cDNA-
Expressionsbibliothek konnte darin bestehen, dasisagt cDNA-Fragmente generiert
werden, die fur trunkierte Genprodukte kodieren.ghMiherweise entspricht dies eher der
Situation in Tumorzellen, in denen nicht etwa ditakten, sondern mutierte oder trunkierte
Proteine als Onkogene wirken. In gewisser Weisaligr das sehr gute Ergebnis der im
Rahmen dieses Promotionsvorhabens durchgefuhrtddAdExpressionsklonierung auch
etwas Uberraschend, weil im statistischen Mittet B0 Prozent der in das retrovirale
Expressionsplasmid inserierten cDNAs in der riami@rientierung vorliegen und somit die
Bildung eines Genproduktes erméglichen. Obwohl dei Verwendung von ,Oligo(dT)-
geprimten“ cDNA-Expressionsbibliotheken 100 Prozemér cDNAs die gewlnschte
Orientierung innerhalb des retroviralen Expressiektors aufweisen sollten, hat sich dieser
maogliche Nachteil bei der Verwendung ,random-gepeirthcDNA-Expressionsbibliotheken
nicht gravierend ausgewirkt. Die erhaltenen Ergefmizeigen im Gegenteil, dass dieser
experimentelle Ansatz sogar zur Identifizierung vordglichen Tumorsuppressorgenen
fuhren kann. Dies ist immer dann der Fall, wenawsBildung von ,anti-sense”-Transkripten
kommt, die durch Komplexierung mit in NIH3T3 exprerten, endogenen Gentranskripten
die Expression des entsprechenden Genproduktesbunaten. Tatsachlich konnte deshalb
auch ein Gen, namlich das DBNL-Gen, identifiziererden, das ein moégliches neues
Tumorsuppressor-Gen darstellen konnte.

Zusammenfassend kann festgestellt ~werden, dass emtrovirale CcDNA-
Expressionsklonierung von Proto-Onkogenen mit gmof&efolg durchgefihrt wurde. Durch

den Einsatz einer ,random-geprimten“ cDNA-Expresshmbliothek konnte dariber hinaus
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eine deutliche Verbesserung des genetischen ,Sog=nerzielt werden. Somit konnten
zwei wesentliche Ziele dieses Promotionsvorhabemscat werden.

4.2. Mittels der retroviralen cDNA-Expressionsklonerung identifizierte
Proto-Onkogene

Die zur phanotypischen Selektion von transformideen cONA-Fragmenten verwendeten
NIH3T3-Zellen haben sich als Modellsystem zur Ideméerung von Genen mit
transformierenden Eigenschaften bewéhrt. Diesdiellwurde als eine Kontakt-inhibierte
Zelllinie aus einer Maus-Embryonen-Kultur gewonfgainchill et al., 1969] und erwies sich
als exzellentes Modellsystem fir eine induziertbtiaémsformation [Der et al., 1982; Parada
et al., 1982]. NIH3T3-Fibroblasten sind immoralisiand zudem praneoplastisch, d.h. sie
sind empfanglich fur eine Transformation durch &xsbringen einer einzigen genetischen
Veranderung. Entsprechend dem mehrstufigen Charalde Transformation von Zellen
kommt es hierbei zu komplexen Wechselwirkungen cweés dem induzierten genetischen
Ereignis und den genetischen Veranderungen, di@N3Zellen als praneoplastische Zellen
ohnehin besitzen. In den NIH3T3-Zellen beobachtah rhaufig eine Transformation durch
die Aktivierung Ras-assoziierter Signalwege [Lahdle 1983]. Dies kann anhand der Gene,
die durch die cDNA-Expressionsklonierung als PrOtkogene identifiziert wurden,
bestatigt werden. Tatséchlich sind viele der istdie Kandidatengene funktionell dem Ras-
Signalweg zuzuordnen. Beispielsweise interagieet Raf-1-Kinase direkt mit der Ras-
GTPase und tragt somit zur Signalweiterleitung[d®odie et al., 1993]. Mit dem REBB1-
Gen, das fur einen Transkriptionsfaktor kodiertyadeuzudem ein unmittelbarer Effektor der
Ras-vermittelten Signalkaskade als Proto-Onkogemtifiziert [Thiagalingam, 1997]. Es
konnten zahlreiche Kandidatengene identifiziert deer die als GTP-Austauschfaktoren
(GEFs) die Aktivitdt des Ras-Proteins oder andétéglieder der Ras-Familie von GTP-
bindenden Proteinen beeinflussen [Sondek et ab5]2ARuch gibt es Hinweise daftr, dass
das VAV2-Onkogen und das GNA13-Gen in den Ras-3ipta eingreifen [Tamas et al.,
2003; Fiedler, 2008]. Dennoch ist unmittelbar erktar, dass nicht nur Proto-Onkogene, die
dem Ras-Signalweg zuzuordnen sind, mit Hilfe Retusvvermittelten cDNA-
Expressionsklonierung identifiziert wurden. Als 8&aele hierfur sind der
Transkriptionsfaktor GRHL2 und auch das Oberflaghetein LT3R zu nennen.

Im Folgenden sollen kurz die einzelnen Kandidateegeder retroviralen cDNA-
Expressionsklonierung im Hinblick auf ihre mogliclBedeutung in der Kanzerogenese
diskutiert werden. Allerdings mochte ich mich higrlausschlie3lich auf die sieben neuen,
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mit Hilfe der retroviralen cDNA-Expressionsklonieg: identifizierten Proto-Onkogene

konzentrieren:

ARHGEF19 Das ARHGEF19-Gen gehort zu der Familie der Guanin
nukleotidaustauschfaktoren (GEFs). Die Genproddidser Genfamilie sind zytoplasmatisch
lokalisiert und an der intrazellularen Weiterleiguder Wachstumssignale von Rezeptor-
Tyrosinkinasen beteiligt, indem sie die Aktivitairvkleinen GTPasen (z.B. der Ras-GTPase)
regulieren. Bei einer Uberexpression der GEF-Fakidtann es zu einer Aktivierung der
GTPasen und damit zur konstitutiven Signalweitarteg kommen [Schiller, 2006]. Dieser
Mechanismus ist fur einige Mitglieder der GEF-Faenlbeschrieben, wie beispielsweise fur
das ebenfalls in der Retrovirus-vermittelten cDN#pEessionsklonierung als Proto-Onkogen
identifizierte ARHGEF1-Gen [Chikumi et al., 2004)ber die Bedeutung des ARHGEF19-
Gens bei Krebserkrankungen liegen bisher keinertitkesse vor. Es existiert lediglich eine

Studie, bei der die Gewebsexpression dieses Geaassuoht wurde [Wang et al., 2004].

PCTAIRE Dieses Gen gehort zu der Cdc2-Subfamilie dernSErreonin-Proteinkinasen.
Interessanterweise erwies sich eine sehr kurze cSBduenz dieses Gens von nur etwa 380
Basenpaaren im durchgefihrten ,Screening” als foamserend. Demnach reicht die
Expression eines N- und C-terminal trunkierten P@REGenprodukts aus, um die
Transformation der NIH3T3-Zellen zu induzieren. §88 Gen ist bisher nur sehr
unzureichend charakterisiert und seine genaue laedluFunktion ist nicht bekannt. Die
Zugehdrigkeit zur Genfamilie der Cdc2-Proteinkimadeutet jedoch auf eine Funktion in der
Regulation des Zellzyklus hin [Okuda et al., 1992].

DBNL: Das DBNL-Genprodukt ist mit dem Aktinzytoskeletssaziiert und zudem am
intrazellularen Vesikeltransport beteiligt [Garcetsal., 1999; Connert et al.,, 2006]. Eine
Verbindung dieses Gens zu einer Krebserkrankungtkobisher nicht gezeigt werden. Die
Identifizierung des DBNL-Gens im durchgefuhrten r&ming“ sticht dadurch hervor, dass
die cDNA dieses Gens in ,Antisense“-Orientierunglen retroviralen Vektor pMXs inseriert
war. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass es zduBg von ,anti-sense“-Transkripten kommt,
die durch Komplexierung mit in NIH3T3 exprimierteendogenen Gentranskripten die
Expression des entsprechenden Genproduktes urderbifwwu und Belasco, 2008]. Das
DBNL-Gen ware somit nicht als potentielles Protok@yen sondern als potentielles

Tumorsuppressor-Gen zu klassifizieren.

101



Diskussion

RREB1:Das RREB1-Gen kodiert fur einen Transkriptionsfakhit einer Zink-Finger-DNA-
Bindungsdoméane. In Folge einer Aktivierung des Bagralweges beeinflusst das RREB1-
Genprodukt die Transkription von unterschiedlictgffiektorgenen [Thiagalingham et al.,
1996]. Im Einklang mit den von uns erhaltenen Datend dieses Gen mittlerweile zu Recht
als mogliches Proto-Onkogen eingestuft [Uren et26108]. Obwohl eine Bedeutung dieses
Transkriptionsfaktors fir das Prostatakarzinomggiirerkannt wurde [Mukhopadhyay et al.,
2007], ist die mogliche Rolle des RREB1-Genprodsikiie das Mammakarzinom bisher noch

nicht untersucht worden.

LRCH4: Zum Zeitpunkt des Abschlusses der Expressionsitong war das LRCH4-Gen
vOllig uncharakterisiert. Mittlerweile wurden abmwei Arbeiten publiziert, in denen gezeigt
werden konnte, dass das LRCH4-Genprodukt ein Toatmptein ist, welches sowohl im
zytoplasmatischen als auch im nuklearen Raum leikalisein kann [Shiio et al., 2006] [Sahu
et al.,, 2008]. Im Kern bindet es an den mSin3-K@iRsesor-Komplex, der mit DNA-
Deacetylasen assoziiert ist und die Repressionsghtiedlicher Gene bewirken kann [Sahu et

al., 2008]. In beiden genannten Arbeiten wird denfiezeichnung SAP25 bevorzugt.

C140rfl10:Dieses Gen war zunachst nur als offener Leseratame@hromosom 14 annotiert
und eine mdgliche Funktion und Lokalisation inndshder Zelle lie3 sich nur schwer
zuordnen. In einer kirzlich publizierten Arbeit \aarjedoch gezeigt, dass dieses Gen, das
mittlerweile die Bezeichnung MUDENG tragt, an dé&sS-induzierten Apoptose beteiligt ist
[Lee et al., 2008].

GRHL2: Mit dem GRHL2-Gen gelang es, einen weiteren Traps&nsfaktor mit
transformierenden Eigenschaften zu identifizierddas GRHL2-Gen ist als nahezu
uncharakterisiert einzustufen. Kurzlich wurde aibezwei Arbeiten gezeigt, dass sowohl das
orthologe Grainyhead-Gen aldosophila als auch das murine Grhl3-Gen essentiell fur
Wundheilungsprozesse ist [Mace et al., 2005; Tingl.e 2005]. Aufgrund der bereits in der
Einleitung erlauterten Parallelen zwischen der Wagildng und Krebsprogression konnte
deshalb ein enger Zusammenhang zwischen dem GRIb246d Krebs vermutet werden.

4.3. Kriterien fir die Auswahl eines Kandidatengas fur weiterfihrende
Studien

Obwohl sich prinzipiell alle sieben mit Hilfe deetroviralen cDNA-Expressionsklonierung
identifizierten Proto-Onkogene fur weitere Studieignen, sollte im Rahmen dieses

Promotionsvorhabens aufgrund der zeitlichen Linutanur eines davon in weiterfiihrenden
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Untersuchungen im Hinblick auf seine mdgliche Bedeg fir das humane Mammakarzinom
naher charakterisiert werden.

Es wurden deshalb verschiedene Auswahlkriteriemigef, anhand derer das vermeintlich
interessanteste Gen herausgefiltert werden sdlie.diesen Kriterien gehdrte u.a. eine
Expression des betreffenden Gens in kultiviertermib@karzinom-Zelllinien als mdgliche
Indikation fur eine physiologische Relevanz fur sgie Tumorentitat. Differentiell in
verschiedenen Tumorzelllinien unterschiedlicher iNratat exprimierte Gene sind
maoglicherweise als interessanter einzustufen alshep fir die sich keine wesentlichen
Expressionsunterschiede nachweisen lie3en. Getetteirm Hinblick auf die Erzeugung von
Modellsystemen, z.B. durch eine Uberexpression leseffenden Gens in defizienten
Mammakarzinomzellen, war das Expressionsmustergaimz wichtiges Kriterium flr die
Auswahl eines Kandidatengens. Naturlich wurden adah bereits publizierten Daten
bertcksichtigt und bioinformatische Analysen duefii@rt. Neben den genannten
Auswahlkriterien war es auf3erdem wichtig, ob die femktionellen Charakterisierung eines
Gens notwendigen Analysemethoden in der Arbeitggrugetabliert sind und eine
entsprechende apparative Ausstattung vorhanderfresher ist nicht ganz auszuschliel3en,
dass zusatzlich zu einer Vielzahl eher wissendatta#h Kriterien auch eine personliche
Praferenz bei der Auswahl eines geeigneten Karehdans eine Rolle gespielt haben kdnnte.
Auf der Basis dieser Kriterien wurde letztlich d&RHL2-Gen als das vermeintlich
interessanteste Gen fur weiterfihrende Studien eavdgjt. Diese Auswahl impliziert
keineswegs, dass die nicht ausgewahlten Proto-@megninteressant sind. Es ist sehr gut
maoglich, dass mit sich stetig verandernder Datenkagdere Kandidatengene in Zukunft in
den Vordergrund des Interesses ricken und die Biasigeitere Projekte der Arbeitsgruppe

bilden kénnten.

4.4, Onkogene Eigenschaften des GRHL2-Gens

Die phanotypische Selektion von cDNAs mit transfiemenden Eigenschaften mittels der
Retrovirus-vermittelten cDNA-Expressionsklonierunasiert ausschliel3lich auf der
Aufhebung der Kontaktinhibition. Um ein Kandidatengtatséachlich als Proto-Onkogen
einstufen zu kénnen, mussten deshalb weitere Toanationsassays durchgefiihrt werden.
Um zu untersuchen, ob der Transkriptionsfaktor GRHEur malignen Transformation von

Zellen befahigt ist, wurden NIH3T3-Fibroblasten mihem Expressionskonstrukt, das fir ein
FLAG-getaggtes GRHL2-Protein kodiert, stabil tramsft und die Transfektanden

anschlieBend in verschiedenen Transformationsasggtestet. Die Ergebnisse der

Transformationsassays lassen eindeutig den Schlystass GRHL2 ein onkogenes Potential
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besitzt. So induziert die Uberexpression von GRHIid2utliche morphologische
Veradnderungen, einen Anstieg in der Zellproliferafi ein verankerungsunabhangiges
Wachstum im Weich-Agar-Assay und auch Tumorbildungpg  Nacktmdausen.
Zusammenfassend lasst sich deshalb festhalten, dessTranskriptionsfaktor GRHL2
tatsachlich ein neues Proto-Onkogen darstellt.

In einer kirzlich publizierten Studie, in der gesefte Determinanten identifiziert werden
sollten, die an der Progression des Leberzellkaragbeteiligt sind, konnte gezeigt werden,
dass eine durch eine Gen-Amplifikation bedingtébtl Expression von GRHL2 mit einem
frihen Rezidiv des Leberzellkarzinoms assoziigrflianaka et al., 2008]. Dieser Befund ist
ein Indikator dafiir, dass GRHL2 zumindest in bestten Tumorentitaten tatsachlich eine
onkogene Funktion ausiiben kdonnte. Ob die ExpressiorGRHL2 auch die Entstehung und

Progression des Mammakarzinoms begtinstig, misdeatjeveiteren Studien erst zeigen.

4.5. Mechanismen der GRHL2-induzierten malignen fansformation von
Zellen

Die onkogenen Eigenschaften des TranskriptionsfaktdGRHL2 werden durch
Veradnderungen in der Expression einer Vielzahl v@anen vermittelt. Bis auf das
Zelladhasionsmolekul E-Cadherin [Wilanowski et 2008] und die Telomerase [Kang et al.,
2008] konnten bisher noch keine Gene identifiastden, deren Expression direkt durch den
GRHL2-Transkriptionsfaktor reguliert wird. Um weiée direkt regulierte Gene zu
identifizieren und so die Mechanismen der GRHL2av#elten Transformation besser zu
verstehen, wurde ein komplexer Ansatz gewahlt, siawohl experimentelle als auch
bioinformatische Analysen beinhaltete.

Das verwendete Verfahren beruht darauf, dass zah&uolt Hilfe einer vergleichenden
Mikro-Array-Analyse von parentalen NIH3T3-Zellen dinGRHL2-lUberexprimierenden
NIH3T3-Zellen Unterschiede im Transkriptom beidegllihien ermittelt werden. Bei den
insgesamt 1543 deregulierten Genen handelt esusickene, die entweder direkt oder nur
indirekt durch GRHL2 reguliert sein kénnten. Um Igene, also ausschlief3lich direkt durch
GRHL2 regulierte Gene, zu identifizieren, waren gomeitere Analysen notwendig. Um die
potentiellen Zielgene auf eine Uberschaubare Anzahteduzieren, wurde die willktrliche
Annahme getatigt, dass relevante Zielgene mindgstemen 20-fachen relativen
Expressionsunterschied in der vergleichenden M#may-Analyse aufweisen sollten. Die
Festlegung dieses relativ stringenten Schwelleresebberuhte auf der Annahme, dass eine
direkte Regulation der Expression eines Zielgemstdden Transkriptionsfaktor GRHL2 sich

in einer besonders signifikanten Veranderung imr&sgionsniveau widerspiegeln sollte. Mit
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Hilfe dieser letztlich willkirlichen Festlegung kate die Anzahl der Zielgene von 1543 auf
113 reduziert werden, was die nachfolgenden biomébischen Analysen deutlich
vereinfachte. Die anschlieR3ende bioinformatischiey]@genetic Footprinting“-Analyse zielte
darauf ab, diejenigen Gene innerhalb dieser Gruppell1l3 Genen zu identifizieren, in deren
Promotorregionen sich Uber Speziesgrenzen (Maustt@nhinweg eine durch einen
.Elektrophoretic Mobility Shift Assay” (EMSA) defiarte GRHL2-spezifische Konsensus-
DNA-Sequenz nachweisen lasst. Eine evolutionaresknmerung wurde also als wichtiges
Indiz daflir gewertet, dass eine Regulation der ggamssion durch den Transkriptionsfaktor
GRHL2 physiologisch sehr bedeutsam sein muss. Biesa der bioinformatischen Analyse
stellt ein progressives Verfahren dar, um aus dedibersichtlichen Expressionsdatensatz
einer Mikro-Array-Analyse relevante Informationem extrahieren [Zhang und Gerstein,
2003]. Es konnten in den proximalen Promotorsegerenzon acht hoch- und neun
herunterregulierten Genen potentielle ortholog-kovierte GRHL2-Bindungstellen
identifiziert werden. AbschlieBend konnten durchneei Promotoranalyse eines der
identifizierten GRHL2-Zielgene, ndmlich des ERBB&+(S, die Resultate exemplarisch auch
bestatigt werden.

Die hier verwendete Strategie fuhrt sicher durcd letztlich willktrliche Festlegung von
Parametern und Schwellenwerten auch dazu, dasstigéclZielgene des GRHL2-
Transkriptionsfakors moglicherweise nicht identdiz werden konnten. Diese Problematik
wird besonders am Beispiel des murinen Gsta3-Gendich. Fir das Gsta3-Gen wurde in
der vergleichenden Mikro-Array-Analyse eine 1280H@a Hochregulation durch den
Transkriptionsfaktor GRHL2 ermittelt. Im Einklangelmit befinden sich in der proximalen
Promotorregion dieses Gens entsprechend gleictpdtentielle GRHL2-Bindungsstellen. Da
das Gsta3-Gen Mitglied einer Genfamilie ist, dicmgeh Spezies entweder aus drei (Maus)
oder funf Mitgliedern (Mensch) besteht, war einadeutige Annotation eines orthologen
humanen Gens und auch eine ,Phylogenetic Footpght#nalyse nicht mdoglich. Obwohl
die extreme Deregulation und die drei potentielRHL2-Bindungsstellen im Gsta3-
Promotor sehr starke Indizien fir eine direkte Ratipn darstellen, konnte keine direkte
Regulation der Expression dieses Gens durch denL@Rliranskriptionsfaktor vorhergesagt
werden.

Interessanterweise gelang aber mit der Identifketvon ortholog-konservierten GRHL2-
Bindungsstellen in den proximalen Promotoregionen #£RBB3 und ALK der Nachweis,
dass der Transkriptionsfaktor GRHL2 auch die Exgoegs von Genen steuert, denen eine

besondere Bedeutung in der Karzinogenese zukonargpiglsweise handelt es sich bei ALK
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um eine Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) mit onkogerfeatential, die fur eine Vielzahl von
Tumorentitdten von Bedeutung ist [Chiarle et al0&. Das ERBB3-Gen ist Mitglied der
.Epidermal Growth Factor Receptor* (EGFR) -Familibieses Gen verstarkt bei Ko-
Expression mit der Erbb2-Rezeptor-Tyrosinkinaseddransformierende Wirkung und wird
haufig in Mammakarzinomen tberexprimiert [Holbraet2003; Naidu et al., 1998].
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass diaéhffewStrategie zur ldentifizierung von
GRHL2-regulierten Zielgenen Uberaus erfolgreich ,wardem aus einem komplexen
Expressionsdatensatz von 1543 differentiell exmiten Genen 17 besonders wichtige
Zielgene herausgefiltert werden konnten. Die Idiaiion von ERBB3 und ALK als
GRHL2-Zielgene ist als ein herausragendes Ergabeser Arbeit anzusehen.

4.6. Die Expression von GRHL2 in Mammakarzinom-Zdlinien, normalen und
malignen Geweben

Mit der Generierung von zwei GRHL2-spezifischen,lyglmnalen Antikérpern ist es
gelungen, ein essentielles Werkzeug fur die Anatyse GRHL2-Expression zu erzeugen.
Deshalb wurde zunachst die Expression von GRHL2Taahskript- und Proteinebene in
kultivierten humanen Mammakarzinom-Zelllinien usthiedlicher Malignitdt untersucht.
Dabei zeigte sich eine sehr gute UbereinstimmungGRHL2-Proteinexpression mit der
Expression des GRHL2-Gentranskripts. Das GRHL2-Gesitzt in den untersuchten
Zelllinien ein sehr interessantes, differentiellEspressionsmuster. Erstaunlicherweise ist
GRHL2 besonders stark in den eher gutartigen (ZR;7947-D), nicht aber in den
vergleichsweise aggressiven Mammakarzinom-Zeltin{® DA-MB-435s und MDA-MB-
231) exprimiert. In den meisten anderen Zelllinigngegen ist der Transkriptionsfaktor
GRHL2 nur schwach exprimiert. Diese Expresssiomsdateuten eher auf eine mdgliche
Tumorsuppressor-Funktion von GRHL2 beim Mammakanzirhin und stehen im krassen
Widerspruch zu den Resultaten dieser Arbeit, diee @dnkogene Aktivitat des GRHL2-
Proteins wahrscheinlich erscheinen lassen.

Um diesen moglichen Widerspruch naher zu untersycheurden auch zahlreiche
immunhistochemische Studien an diversen normaled wumalignen Geweben unter
Verwendung von Tissue Micro-Arrays (TMAS) durchdetfii Eine ausschliel3lich nukleéare
Lokalisation in nahezu allen Epithelien konntedés GRHL2-Protein nachgewiesen werden.
In der bisher einzigen Studie, die sich mit der &asexpression von GRHL2 beschattigt,
konnte das GRHL2-Gentranskript im Innenohr und nosRaitagewebe nachgewiesen werden
[Peters et al., 2002]. Ansonsten dominiert eheMaiestellung, dass es sich bei dem GRHL2-

Gen um ein Gen handelt, das bevorzugt wahrend méryonalentwicklung exprimiert wird
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[Auden et al., 2006]. Die in dieser Arbeit erhalarResultate zeigen erstmalig, das GRHL2
auch in adulten Geweben exprimiert ist und doré eiwchtige Funktion besitzen muss.

Ein Vergleich der Expression von GRHL2 in diversencht-neoplastischen und
neoplastischen Geweben ergab keine gravierendeerddhiede, die auf eine Deregulation
der Expression in bestimmten Tumorentitaten hingreikdnnten. Beispielsweise liel3 sich
GRHL2-Protein sowohl im normalen Brustepithel alscla im Tumorgewebe ohne
signifikante Expressionsunterschiede nachweisentzTder geringen Anzahl der auf den
TMA aufgebrachten Gewebestanzen liel3 sich aberTdimdenz ablesen, dass diejenigen
Tumore, die eine verminderte GRHL2-Expression kesitweniger gut differenziert sind und
zudem zur Metastasierung in benachbarte Lymphknoggen. Auch wurde vereinzelt
beobachtet, dass es zu einem Verlust der GRHL2dsgmn an der Invasionsfront kommt,
also in dem Bereich, in dem sich Tumorzellen ausTdenormasse herauslosen und in das
umliegende Stroma einwandern. Diese Beobachtungitkbdarauf hindeuten, dass eine
verminderte GRHL2-Expression eine Dedifferenzierungnd Disseminierung von
Mammakarzinomzellen beginstigt. Obwohl  diese  Hypsth durch eine
immunhistochemische Analyse der GRHL2-Expressiamesisehr grof3en Kollektivs an
Tumorgeweben verifiziert werden musste, konnte edié®chinteressante Beobachtung
erklaren, warum die meisten Mammakarzinom-Zellini€z.B. MCF-7-Zellen), die
ursprunglich aus der Pleura von Tumorpatientinreiiert und als permanente Zelllinien
etabliert wurden und somit disseminierte Tumorzelleprasentieren, wenig oder gar kein
GRHL2 exprimieren. Weitere Untersuchungen werdeigere ob sich der Widerspruch
zwischen der scheinbar stabilen Expression des GRePthteins in normalem und malignen
Brustgewebe und der meist geringen Expression iliviarten Tumorzellen dadurch
tatsachlich erklaren lasst.

Ferner ist hervorzuheben, dass eine immunhistocodmiAnalyse mittels der im Rahmen
dieses Promotionsvorhabens erzeugten polyklonalgik@per den Aktivierungszustand des
GRHL2-Proteins nicht darzustellen vermag. Es idt maglich, dass GRHL2 &hnlich wie
viele andere Transkriptionsfaktoren in seiner Akditv positiv oder negativ durch
Phosphorylierung oder durch Interaktion mit andefmteinen (Ko-Aktivatoren bzw.
Repressoren) reguliert sein konnte. Obwohl es mLderatur Hinweise fur beide Arten der
Regulation der Aktivitat von Mitgliedern der Grh+Raie gibt [Ting et al, 2005; Liaw et al.,
1995] und auch in dieser Studie erste Hinweiseeiile moégliche Phosphorylierung von
GRHL2-Proteinen gefunden werden konnten, sind =2lshne weitere detaillierte

Untersuchungen erforderlich. Es ist somit nichtzagshlie3en, dass z.B. die Verwendung
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Phospho-spezifischer Antikérper in immunhistochemén Untersuchungen noch viele

unerwartete und spannende Ergebnisse bringen kdnnte

4.7. Etablierung eines Modellsystems zur Analyseed Funktion von GRHL2 in
Mammakarzinom-Zellen

Um die Funktion des Transkriptionsfaktors GRHL2 homanen Mammakarzinomzellen
naher untersuchen zu koénnen, war die Etablierungeseigeeigneten Modellsystems
unabdingbare Voraussetzung. Es wurde einer Ubession des GRHL2-Proteins in einer
defizienten bzw. GRHL2-schwach-exprimierenden Makenzinom-Zelllinie der Vorzug
gegenuber einem experimentellen Ansatz gegebemeneidie Expression von GRHL2 z.B.
durch die siRNA-Technologie vermindert wird. Zungickvurden MDA-MB-468 Zellen als
Rezipientenzellen ausgewéanhlt, weil diese als tugeoriin immundefizienten Mausen in der
Literatur beschrieben sind und zudem eine nur sehmwache Expression von GRHL2
aufweisen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigens des gelungen ist, MDA-MB-468-
Zellklone mit stabiler GRHL2-Uberepression zu egau Allerdings wiesen diese Zellklone
in Bezug auf das Proliferationsverhalten und digreégsion von GRHL2-Zielgenen (z.B.
E-Cadherin) im Vergleich zu der parentalen MDA-MB84Zelllinie keinerlei messbare
Veranderungen im Zellverhalten auf.

Da die Uberexpression des GRHL2-Gens in der ZalliMDA-MB-468 nicht zur
Etablierung eines geeigneten Modellsystems fulwierde eine zweite Zelllinie (MCF-7-
Zellen) mit einem GRHL2-Expressionsplasmid stabansfiziert. Es konnten erfolgreich
MCF-7-Zellklone mit einer stabilen GRHL2-Uberexmiem erzeugt werden.
Erstaunlicherweise fuhrte die Expression des GRBERs in diesen Zellen zu einer
Retardierung des Zellwachstums und zu einer Rdpresser Expression des GRHL2-
Zielgens ERBB3 sowie einer Erhdhung der Expressides Metastasierungs-
Suppressorproteins E-Cadherin. Das GRHL2-Gen haindeh in dieser Zelllinie eher den
Effekt eines Tumorsuppressorgens als den einesd@enko

Aus diesen Transfektionsexperimenten ergeben siai wichtige Fragen. Beispielsweise
bleibt offen, warum die Uberexpression von GRHL2 mu ausgewahlten Zellsystemen
(MCFE-7-Zellen) nachweisbare Veranderungen im Zellgten induziert. Eine mdgliche
Ursache konnte darin bestehen, dass die Aktivéat@RHL2-Proteins von weiteren Faktoren
wie beispielsweise einer Phosphorylierung oder démrhandensein von Ko-Aktivatoren
abhéangig ist. Interessanterweise konnte mit Hilieere Northern-Blot-Analyse bestimmt
werden, dass ein weiteres Mitglied der Grainyhaesl-Transkriptionsfaktorfamilie, namlich
das GRHL3-Gen, in der Zelllinie MDA-MB-468 eine gesprochen hohe Expression
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aufweist. In vorangegangenen Studien anderer Asdpeippen konnte bereits gezeigt werden,
dass die Genprodukte von GRHL2 und GRHL3 Heterodirbdden und zudem an identische
DNA-Sequenzen binden [Ting et. al 2003; Ting et28I05]. Diese Beobachtungen geben zu
der Vermutung Anlass, dass verfiigbare DNA-Bindutaljen in den Promotorregionen von
Zielgenen in MDA-MB-468-, nicht aber in MCF-7-Zelle bereits mit GRHL3-
Transktiptionsfaktoren abgesattigt sind und diedziehe Expression des GRHL2 dadurch
keinen weiteren Einfluss auf die Transaktivierumg dntsprechenden Gene hat. Wenn diese
Hypothese richtig ist, musste die Analyse der Esgimn von allen Mitgliedern der
Grainyhead-like Transkriptionsfaktorfamilie durchigl@t werden, um die Bedeutung der
GRHL2-Proteins in der Karzinogenese abschatzerdnndn.

4.8. Die Bedeutung des GRHL2-Gens fir die Entstelmg und Progression des
Mammakarzinoms

Um die Bedeutung des GRHL2-Gens bei der Entstelumdy Progression des humanen
Mammakarzinoms einschatzen zu kénnen, muss zunéciretl die Frage geklart werden,
wie die in dieser Arbeit ermittelten onkogenen Egghaften, die dieses Protein zweifelsohne
hat, mit der moglichen  Tumorsuppressor-Funktion, e disich aus den
Transfektionsexperimenten in humanen MCF-7 Mamnmkam-Zellen ableiten lasst,
miteinander in Einklang bringen lassen. In diesamammenhang ist es wichtig, noch einmal
darauf hinzuweisen, dass eine supprimierende A#itivisich bereits in den
immunhistochemischen Studien angedeutet hat, indemeigt werden konnte, dass eine
verminderte ~ GRHL2-Expresssion  mit  Dedifferenzierungvon  Zellen  und
Tumordisseminierung einherzugehen scheint. Trot e vorlaufigen Charakters der
vitro-Studien und auch der immunhistochemischen Untbtswgen ergeben die Resultate
durchaus ein einheitliches Bild und weisen auf emégliche Tumorsuppressor- bzw.
Metastasierungssuppressor-Funktion des GRHL2-Potei Epithelzellen hin. Diese Rolle
steht im Einklang mit Daten, die im Zusammenhang ,mnock-Out“-Experimenten von
anderen Mitgliedern der Grainyhead-like Genfamiligw. dem orthologen grh-Gen
(Drosophila) erhoben wurden. So fuhrt der ,Knock-Out* des Gi@Bi@ns (Maus) und auch
des grh-GensOrosophila) dazu, dass sich z.B. neuronale und epidermaleerZzeii den
entsprechenden Embryonen nicht terminal differeeni¢Ting et al., 2005, Bray und Kafatos,
1991; Maurange et al., 2008]. In Folge dessen ekeln diese Embryonen bereits in frihen
Stadien Dysplasien im Bereich der Epidermis bzw. Kigtikula und sterben nach wenigen
Tagen aufgrund eines hohen Flussigkeitsverlustegy[@t al., 2005; Mace et al., 2005]. Aus

einer Mikro-Array-Analyse von epidermalen Zellemai GRHL1 ,Knock-out” Maus geht
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zudem hervor, dass eine Vielzahl desmosomaler Aalngisroteine bei fehlender GRHL1-
Expression herunterreguliert sind [Wilanowski et @008]. Somit konnte fir verschiedene
GRHL2-verwandte Gene gezeigt werden, dass sie telbdat an der Regulation von
Differenzierungs- und auch Zelladhasionprozessdeillg sind, die ganz entscheidend fir
die Metastasierung von soliden Tumoren sind.

Auch erscheint es moglich, dass die Funktion de#HIGRGens von Zelltyp-spezifischen
Faktoren abhangig ist, zu denen epigenetische Faaktdie An- oder Abwesenheit von Ko-
Aktivatoren bzw. Repressoren und natirlich auchAkavitat bestimmter Signalwege, die
eine Phosphorylierung des GRHL2-Proteins bewirkénnkn, gehéren. So wurde fur das
grh-Gen Drosophila) bereits gezeigt, dass neben den anderen Mitgheder Grainyhead-
like Transkriptionsfaktorfamlilie noch weitere Peote mit GRHL2 interagieren und an der
transkriptionellen Steuerung von Zielgenen mitwirii@lastyak, 2006]. In einer weiteren
Studie wurde gezeigt, dass das grh-GBnogophila) ein Substrat der mitogen aktivierten
Proteinkinase (MAP-Kinase) ERK2 darstellt [Liaw adt, 1995]. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass die Aktivitat des GRHL2-Proteinsctt extrazellulare Stimuli reguliert wird.
Moglicherweise sind solche zelltypspezifischen Bekt dafir verantwortlich, dass die
Expression des GRHL2-Gens in den in dieser Arbaiegerten Uberexpressionssystemen zu
unterschiedlichen Effekten gefuhrt hat. Dennochesthes nicht so zu sein, dass sich die
onkogene Aktivitdt von GRHL2 nur in mesenchymalesileh, die Suppressoreigenschaften
hingegen nur in epithelialen Zellen entfalten. Seisen kirzlich publizierte Daten zum
Leberkarzinom darauf hin, dass eine onkogene Famkton GRHL2 zumindest fur diese
Tumorentitdt bedeutsam sein konnte [Tanaka et2808]. In dieser Arbeit konnte der
Nachweis erbracht werden, dass das GRHL2-Gen beberkarzinom haufig amplifiziert
vorkommt. Interessanterweise korreliert eine GRKaghamplifikation mit einem gehauften
Auftreten von Rezidiven und damit auch mit einerringerten Uberlebenschance der
Patienten mit Leberkarzinomen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dad.Z:8eih wahrscheinlich eher einen
reprimierenden Einfluss auf die Entstehung und Rsgjon des humanen Mammakarzinoms
ausubt. Jedoch sind noch weitere Experimente naligenum die moglichen
Suppressorfunktionen des Transkriptionsfaktors GRHeim humanen Mammakarzinom zu

bestatigen.

4.9. Ausblick
Um die Funktion und letztlich auch die klinische d8atung des Transkriptionsfaktors

GRHL2 fir das humane Mammakarzinom zu ermittelmd swvielfaltige molekulare
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Untersuchungen notwendig. Eine wichtige Voraussgzihierfur wurde durch die
Generierung eines Modellsystems, den GRHL2-Ubemg@renden MCF-7 Zellen,
geschaffen. Diese Zellen kénnten in zahlreicheuitio-Assays (Migrations-, Invasion- und
Adhasionsassays) untersucht werden. Der Einflu§ amorwachstum und Metastasierung
konnte durch Implantation der Zellklone in immundieinte Mause analysiert werden. Um
die zugrunde liegenden molekularen MechanismenGieiL2-induzierten Veranderungen
im Zellverhalten aufzuspiren, wirde es sich anbjetgederum Mikro-Array-Experimente
und bioinformatische Analysen durchzufiihren — @fmntdenen, die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrt wurden. Interessant ist zudem die &rage die Expression des GRHL2-
Proteins, die in kultivierten Mammakarzinomzellamduauch in Tumorgeweben differentiell
ist, reguliert wird. Auch erscheinen weiterfihrendemunhistochemische Studien zur
Expression von GRHL2 in Tumorgeweben eines deuthidf3eren Patientenkollektivs und
eine anschliel3ende statistische Auswertung dettenlea Resultate vielversprechend zu sein.
Weitere Untersuchungen zur Phosphorylierung von GRithd ggf. die Erzeugung Phospho-
spezifischer Antikorper fur immunhistochemischedstn, die den Aktivierungszustand von
GRHL2 in unterschiedlichen Tumoren darstellen, sirgbenfalls sinnvoll. Um
Interaktionspartner des GRHL2-Proteins und somit gliobe Ko-Aktivatoren bzw.
Repressoren des GRHL2-Proteins zu identifizieraeteb sich die Durchfiihrung eines
»Yeast-Two-Hybrid-Screenings® an. Ein langfristigedel konnte darin bestehen, ein
geeignetes Mausmodell zu generieren. Da die iredigebeit erhaltenen Ergebnisse eher auf
eine mogliche Tumorsuppressor- bzw. Metastasiesupggessor-Funktion des GRHL2-
Proteins in Epithelzellen hindeuten, bietet sich Brzeugung einer GRHL2-,Knock-out"-
Maus an. Allerdings erscheint die Erzeugung einesudvhodells zum gegenwartigen
Zeitpunkt verfriht, weil die SuppressorfunktioneesdTranskriptionsfaktors GRHL2 noch
nicht ausreichend belegt sind und noch weitere Ex@ate durchgefuhrt werden sollten. Es
ist zu hoffen, dass die im Rahmen dieser Arbeitoleenen Daten und erzeugten
Modellsysteme eine gute Grundlage fiur die weiterwrEchung des Transkriptionsfaktors

GRHL2 bei der Entstehung und Progression des humaviemmakarzinoms bilden.
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5. Zusammenfassung:

Ziel dieses Promotionsvorhabens war die ldentifizig von Genen, die an der Entstehung
und Progression des humanen Mammakarzinoms betgiid. Zu diesem Zweck wurde ein
experimenteller Ansatz, den man als ,Retrovirusntielte cDNA-Expressionklonierung
von Proto-Onkogenen®“ bezeichnen kann, durchgefiMitt.Hilfe dieses sehr aufwendigen
.genetischen Screenings”, das im Rahmen dieses dRimmsvorhabens auch konzeptionell
weiterentwickelt werden konnte, wurden insgesamt Gé&ne mit transformierenden
Eigenschaften identifiziert. Sieben dieser Genenkam bisher noch keine eindeutigen
Funktionen in der Zelle zugeordnet werden und giedhalb als neue Proto-Onkogene
einzustufen.

Fur weiterfUhrende Studien wurde eines dieser si€é®ne, namlich der Transkriptionsfaktor
GRHL2, ausgewahlt. Die onkogenen Eigenschaften @GiHL2 konnten eindrucksvoll
dadurch bestatigt werden, dass die Uberexpression GRHL2 in NIH3T3-Fibroblasten
deutliche morphologische Veradnderungen, einen Agstin der Zellproliferation, ein
verankerungsunabhangiges Wachstum im Weich-AgaaAssd auch Tumorbildung in
Nacktmausen induziert.

Um die Mechanismen der GRHL2-induzierten malignean$formation besser zu verstehen,
wurden mit Hilfe der Mikro-Array-Analyse 1543 Geiuentifiziert, die entweder direkt oder
indirekt durch den Transkriptionsfaktor GRHL2 ragul werden. Durch einen sehr
komplexen Ansatz, der sowohl experimentelle aldaicinformatische Analysen beinhaltete,
konnten 17 Gene herausgefiltert werden, fur die Rigulation der Expression durch den
GRHL2-Transkriptionsfaktor tGber Speziesgrenzen kgwesonders wichtig zu sein scheint.
Zu diesen direkt durch GRHL2 regulierten Genen gemd.a. die Rezeptor-Tyrosinkinasen
ERBB3 und ALK, die eine herausragende Rolle beikisistehung maligner Erkrankungen
spielen.

Durch die Generierung GRHL2-spezifischer, polyklenaAntikorper konnten erstmals
Untersuchungen zur Expression dieses Proteins liivienten Tumorzellen sowie in nicht-
neoplastischen und neoplastischen Geweben durdigefierden. Die Ergebnisse zeigen,
dass GRHL2 vorwiegend im Kern der meisten epitlelia Zellen vorkommt.
Interessanterweise konnten beim humanen Mammakanzifinweise dafiir gefunden
werden, dass es zu einem Verlust der GRHL2-Expmessider Karzinogenese kommen kann.
Entsprechend konnten zahlreiche Mammakarzinomidiglfl identifiziert werden, die wenig
oder gar kein GRHL2-Protein exprimieren.
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Um die Funktion des Transkriptionsfaktors GRHL2Tiamorzellen zu untersuchen, wurde
ein Modellsystem generiert, das auf der stabilerr&kpression von GRHL2 in MCF-7-
Zellen beruht. Interessanterweise wurden in MCFellei mit GRHL2-Uberexpression eine
Inhibition der Zellproliferation und ein nahezu ltéindiger Verlust der ERBB3-Expression
beobachtet. Diese Befunde deuten in Einklang nmtRiesultaten der immunhistochemischen
Untersuchungen darauf hin, dass GRHL2 in humanemizkarzinon-Zellen eher die
Funktion eines Tumorsuppressor- bzw. eines Metastag)s-Suppressorgens ausubt. Jedoch
sind noch weitere Experimente notwendig, um die lioldgn Suppressorfunktionen des

Transkriptionsfaktors GRHL2 beim humanen Mammakenzi zu bestatigen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dassdesser Arbeit erstmals gelungen ist, fur den
Transkriptionsfaktor GRHL2 eine mogliche Bedeutdiig die Entstehung und Progression
des humanen Mammakarzinoms darzulegen. Das GRHb2rBemt wahrscheinlich eine
Sonderstellung in der Krebsforschung ein, weil @lealtenen Daten darauf hindeuten, dass
GRHL2 sowohl als Onkogen als auch als Tumorsupprges wirken kann. Die im Rahmen
dieser Arbeit erhobenen Daten und erzeugten Mgodédimme konnten eine gute Grundlage fur
die weitere Erforschung des Transkriptionsfaktor&RHE2 bei der Entstehung und

Progression des humanen Mammakarzinoms bilden.
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7. Anhang

Tab. 14: Verwendeten Gerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage Satorius BP6100
Analysenwaage Satorius CP2245
Biofuge pico Heraeus
Dampfsterilisator

Digitale Bildverarbeitung KAPPA
Durchlichtmikroskop Wilovert S
Durchlichtmikroskop mit Fluoreszenz-
kanal und Kamera

Elektroporator Gene Pulser® Il
Ettan™ IPGphor™
Filmentwickler Model Hyperprocessor
Geldokumentations-System GeneGenius 2
Gelkammer ComPor L Mini
Giel3stand Hoefer

Heizblock

Heral50-Brutschrank Heraeus
Hybridisierungsofen
Kihlzentrifuge 5415R

Mikrowelle

Minigelkammern Hoefer SE 250
Netzteil E143

Netzteil E835

pH-Meter inoLab

Photometer 6131

Pipettierhilfe
Reagenzglas-Mischer

Rotator 2-1175 neoLab
Mastercycler™ epeal plex
Rollmischer Stuart SRT1
Scanner Epson 1680

Schittler

Semidry-Blotapparatur

Sterile Werkbank Hera safe
Szintillations-Zahler

Thermocycler Flexigene

MS Laborgerate, Heide
MS Laborgerate, Heidelberg
Kendro, Langselbold
H+P, OberschleiBheim
KAPPA opto-electioa GmbH, Gleichen
Helmut Hund GmbH, Yxlar
Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar

Bio-Rad, Miinchen
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biescies, Freiburg
Syngene, i@gapUK
Bioplastics RV, Landgrddfederlande
Amersham Biosciences, Freiburg
Eppendorf AG, Hamburg
Kendro, Langselbold
Techne, Staffordshire, UK
Eppendorf AG, Hamburg
Promicro, Miinchen
Amersham Biosciences
Consort, Turnhout, Belgien
Consort, Turnhout, Belgien
WTW, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
neolLab, Heidelberg
neolab, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg
Bibby Sterilin, StaffordghiUK
LaserSoft Imaging AG, Kiel
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Bio-Rad, Miinchen
Kendro, Langselbold
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Techne, Staffordshire, UK
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Trockenschrank Heraeus B12
Ultraschallprozessor UP50H
UV-Stratalinker 1800
Wasserbad GFL-1003
Zentrifuge Heraeus 3S-R
Zentrifuge Rotofix 32

Kendro, Langselbold

Dr. Hielscher, Bonn

Techne, Staffordshire, UK

GmbH fir Labortechnik, Burgwedel
Kendro, Langselbold

Hettich, Villingen-Schweninge

Tab. 15: Zur Klonierung von PCR-Fragmenten verwendée Oligonukleotid-Primer

Name Art* Experiment  Schnittstelle  Sequenz
BOMFL-f f 33.1,3.36, Notl GCGCATCGTAGCGGCCGCTGTCTGCCCATTGC
3.10. CACGATCCAGG
BOMFL-r** r 331,336, Notl GCGCATCGTAGCGGCCGCTTACTTGTCGTCATC
3.10. GTCTTTGTAGTCGATTTCCATGAGCGTGACCTT

GAAGCC

FL-A-f f 3.3.6. BamHlI GCGCATCGTAGGATCCGGATCAAACATGTAC
AAGAGTCG

FL-B-f f 3.3.6. BamHI GCGCATCGTAGGATCCGACTAGTGGCCRGT
GCCCATGC

FL-D-f-Bam f 3.3.6. BamHI GCGCATCGATGGATCCCCTACACGHN GAGGA
TGAAG

FL-AB-r r 3.3.6. BamHI GCGCATCGTAGGATCCGATTTCCATGAGGTG
ACCTTGAAGCC

Prom1-f f 3.4.4. Xhol GCGCATCGATCTCGAGGGAGTGTAGCTGAG
CCTTAGC

Prom2-f f 3.4.4. Xhol GCGCATCGATCTCGAGCGAGCTGGGTACSA
GTTACG

Prom3-f f 3.4.4. Xhol GCGCATCGATCTCGAGGATCTCCTCTTAZCAT
CTCCGG

MutO-f f 3.4.4, Xhol GCGCATCGATCTCGAGCCTCAAGTGATCCAC
CGGCTAGG

Mutl-f f 3.4.4. Xhol GCGCATCGATCTCGAGCCTCAAGTGATCCAA
CGGCTAGG

Mut2-f f 3.4.4. Xhol GCGCATCGATCTCGAGCCTCAAGTGATCCAC
CGTCTAGG

Mut3-f f 3.4.4, Xhol GCGCATCGATCTCGAGCCTCAAGTGATCCAA
CGTCTAGG

Prom-r r 3.4.4. Hindlll GCGCATCGATAAGCTTCTGAACAGCCBCGAT

TAGGTGGC

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins MWG/Operon im 0,01mmol-Maf3stab synthetisiert und
hatten den Reinheitsgrad HPSF (High Purity Salt Fre)

* f) forward, r) reverse

** Reinheitsgrad HPLC (High pressure liquid chromatography)
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Tab. 16: Zur gRT-PCR-Analyse verwendete Oligonukletid-Primer

Name Art*  Experiment Ziel-Struktur Sequenz

BOMg-f f 3.7. GRHL2-Gen (human) CATGCCTGATCTCCACTCAG
BOMq-r r 3.7. GRHL2-Gen (human) CTGCCACCTTCTCGTTQBA
BOM1g-f f 3.7. GRHL2-Gen (human) CACACACCTTCACCTGCAG
BOM1g-r r 3.7. GRHL2-Gen (human) TTTGATCCAATGAACTTICC
GAPDH-f f 3.7. GAPDH-Gen (human) TGTTGCCATCAATGACCCOT
GAPDH-r r 3.7. GAPDH-Gen (human) CTCCACGACGTACTCAGC
Erbb3-f f 3.4.1. Erbb3-Gen (murin) TCTGCATTAAAGTCAGAGGAC
Erbb3-r r 3.4.1. Erbb3-Gen (murin) CAGCCGTACAATGTGGAT
Stap2-f f 3.4.1. Stap2-Gen (murin) TGGACTCGGATCGGEMAT
Stap2-r r 3.4.1. Stap2-Gen (murin) GTGTCTGGTAACTGBGAGG
Mertk-f f 3.4.1. Mertk-Gen (murin) CTCGGGGCACATCATIRATC
Mertk-r r 3.4.1. Mertk-Gen (murin) GAAGTACGACCCATTIETGAG
Cflar-f f 3.4.1. Cflar-Gen (murin) CAGGCTTCGCTCCCMATTG
Cflar-r r 3.4.1. Cflar-Gen (murin) CTGGTACTCCATACAGGCT
Trpm4-f f 3.4.1. Trpm4-Gen (murin) TGGCTGTAAGGGACCKEA
Trpm4-r r 3.4.1. Trpm4-Gen (murin) GTACCTTGCGGGGABAGC
Fgfr2-f f 3.4.1. Fgfr2-Gen (murin) AATCTCCCAACCAGABCGTA
Fgfr2-r r 3.4.1. Fgfr2-Gen (murin) CTCCCCAATAAGCA@GITCCT
Lims2-f f 3.4.1. Lims2-Gen (murin) CAGAGCGCATCGTCAMG
Lims2-r r 3.4.1. Lims2-Gen (murin) CGGCCCTCAAACTCBTGA
Svepl-f f 3.4.1. Svepl-Gen (murin) ACTAGGCTTACCTGAAGGAA
Svepl-r r 3.4.1. Svepl-Gen (murin) GGTGGAGAAATGATGACC
Fas-f f 3.4.1. Fas-Gen (murin) TGCAAGTGCAAACCAGACTT
Fas-r r 3.4.1. Fas-Gen (murin) GTCAACAACCATAGGCGATCTT
Timp3-f f 3.4.1. Timp3-Gen (murin) CTTCTGCAACTCCGATCGT
Timp3-r r 3.4.1. Timp3-Gen (murin) GGGGCATCTTACTGALCTC
Gapdh-f f 3.4.1. Gapdh-Gen (murin) AGGTCGGTGTGAACS TG
Gapdh-r r 3.4.1. Gapdh-Gen (murin) TGTAGACCATGTAGIAGGTCA
Rpl32-f f 3.4.1. Rpl32-Gen (murin) TTAAGCGAAACTGGUEAAAC
Rpl32-r r 3.4.1. Rpl32-Gen (murin) TTGTTGCTCCCATABGATG

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins MWG/Operon im 0,01mmol-Maf3stab synthetisiert und

hatten den Reinheitsgrad HPSF (High Purity Salt Fre)
* f) forward, r) reverse
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Tab. 17: Sonstige Oligonukleotid-Primer fir Sequenzrungen und PCR-Amplifikationen, sowie im

EMSA verwendete Oligonukleotide

Name Art*  Experiment  Ziel-Struktur Sequenz

PMXS-1 f 3.15,3.16. pMXs-Vektor GGGTGGACCATCCTAGACTGC
PMXS-2 r 3.15,3.1.6. pMXs-Vektor AACCTACAGGTGGGAGTTTCATTCC
BOMRT-0 f 3.6.,3.7. GRHL2-Gen TGTCTGCCCATTGCCACGBTAGG
BOMRT-3 f 3.6.,3.7. GRHL2-Gen TACTCTGGGCTTCACTGGTGAAGG
MGR-1 f 3.12.2. GRHL1-Gen GTGTACTGTCCCAACCCGAAAGTCC
MGR-3 r 3.12.2. GRHL1-Gen TTAGATCTCCGTCAGGGTGAGC
SOM-1 f 3.12.2. GRHL3-Gen GGAGATGTGCCAAACTGTTAAGAGEG
SOM-4 f 3.12.2. GRHL3-Gen ATGCTCGAGAGGCCTTACAGCTCC
Con+** - 3.4.2. EMSA AACTAGATAAACCGGTTTTACTAGTT
Con-** - 3.4.2. EMSA TTGATCTATTTGGCCAAAATGATCAA
Mut-+** - 3.4.2. EMSA AACTAGATAAAACGTTTTTACTAGTT
Mut-** - 3.4.2. EMSA TTGATCTATTTTGCAAAAATGATCAA

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins MWG/Operon im 0,01mmol-Maf3stab synthetisiert und
hatten den Reinheitsgrad HPSF (High Purity Salt Fre)

* f) forward, r) reverse

** Reinheitsgrad HPLC (High pressure liquid chromatography)

Tab. 18: Verwendete priméare Antikorper

Antigen Spezies Klonname Herkunft

FLAG Kaninchen M2 Sigma-Aldrich, Minchen

HA Kaninchen HA-7 Sigma-Aldrich, Minchen

HSC70 Maus B6 Santa Cruz, Heidelberg

E-Cadherin Maus 36 BD Biosciences, Heidelberg

ERBB3 Kaninchen C-17 Santa Cruz, Heidelberg
Tab. 19: Verwendete sekundéare Antikérper

Antigen Spezies Konjugat Herkunft

Maus: IgG, IgA, IgM Kaninchen Peroxidase DAKO, Glopp, Danemark

Kaninchen: 1gG Ziege Peroxidase DAKO, GlostruppnBmark

Ziege: 1gG Schwein Peroxidase DAKO, Glostrupp, Déagk

Maus: IgG, IgA, IgM Kaninchen FITC DAKO, Glostruppanemark
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