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Zusammenfassung

Mit dem Anstieg der Lebenserwartung und dem Riickgang von Infektionskrankheiten belegen
Krebserkrankungen weltweit Rang zwei der Todesursachen. Die Halfte aller Falle geht dabei
mit der Mutation des Tumorsuppressors p53 einher. Neben dem Verlust der protektiven
wtp53-Funktion werden dem mutierten Protein onkogene Funktionen (Gain of function — GoF)
in der Tumorgenese zugesprochen, die aber noch nicht im Detail verstanden sind. Deshalb ist
die Erforschung der molekularen Mechanismen des Funktionsgewinns von mutiertem p53
(mutp53) fir ein besseres Verstandnis der Prozesse der Tumorgenese und der Metastasierung
von grofler Bedeutung. Neue Erkenntnisse liber die Wirkung von Schlisselproteinen der
Tumorgenese bergen stets das Potential zur Entwicklung dringend bendtigter, innovativer und

angepasster Therapien fiir Krebspatienten.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Analyse des GoF zweier p53-Hotspot-Mutationen (R248W,
R273H), die haufig in humanen Krebserkrankungen auftreten. Untersucht werden sollte deren
maligne Wirkung und mogliche zugrundeliegende Mechanismen im WAP-T Mausmodell der
Mammakarzinogenese, welches dafilir besonders geeignet ist, da das endogene wtp53 durch
Komplexbildung mit dem SV40 T-Antigen funktionell inaktiviert ist. Phanotypische Vergleiche
zwischen Tumoren monotransgener WAP-T-NP8 und bitransgener WAP-T-NP8xWAP-mutp53
Mause (R245W, R270H) zeigten einen aggressiveren Phanotyp der Tumore in den
bitransgenen Mausen. Insbesondere in WAP-T-NP8XWAP-mutp53%*" Tieren war die
Malignitat deutlich erhéht: Entwicklung von mehr undifferenzierten Tumoren, eine verstarkte
Tumorvaskularisierung und eine 3-4-fach hohere Metastasierungsrate in den Lungen. Unter
Verwendung von Mikroarray-basierten Genexpressionsanalysen konnte eine mutp53-
vermittelte Gensignatur in den Tumoren identifiziert werden, charakterisiert durch
Anreicherung EMT- (epithelial-mesenchymale Transition) assoziierter Gene. Der Prozess der
EMT wird mit einer vermehrten Metastasierung und einer schlechteren Prognose bei
Krebserkrankungen in Zusammenhang gebracht. In den Tumoren der WAP-T-NP8xWAP-

R245W

mutp53 Mause wurde sowohl eine erhohte Expression der Gene von Transkriptions-
faktoren wie Snail und Zebl, als auch verschiedener Zelloberflachenrezeptoren (Pdgfra,
Pdgfr8, Fgfrl, Itga5 und Notch4), Wachstumsfaktoren (Tgf81 und Pdgfb), Matrix-
Metalloproteasen (Mmp3, Mmp10, Mmp11 und Mmp12) und Kollagenen (Col1, Col5, Col6 und
Col15) gefunden. Diese sogenannte EMT-Signatur wurde in vitro anhand der aus einem
bitransgenen WAP-TXWAP-mutp53 Tumor entwickelten Zelllinie G-2, und der im Rahmen

dieser Arbeit ebenfalls aus einem bitransgenen Tumor generierten H8N8-Linie bestatigt. Beide

Zelllinien bilden jeweils ein heterogenes, homdostatisches Tumorzellsystem bestehend aus
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mesenchymal und epithelial differenzierten Zellen. Weiterhin wurde mit Hilfe dieser in vitro
Modelle gezeigt, dass sowohl| die ektope mutp53-Expression als auch eine Uberexpression
einzelner Gene der EMT-Signatur (Zebl und Mmp3 exemplarisch in dieser Arbeit) eine
verstarkte EMT und somit eine mesenchymale Auspragung des Zellphdanotyps verursachen.

Auf der Suche nach Mechanismen, die fiir den mutp53-vermittelten GoF verantwortlich sein
kénnten, wurde basierend auf neueren Literaturdaten zunachst die Interaktion von mutp53
mit p63 untersucht. In den WAP-T Tumoren konnte weder eine mutp53-p63-Interaktion noch
eine Regulation von p63-kontrollierten Zielgenen (hier miR-200 Familie) nachgewiesen
werden. Interessanterweise wurde eine vermehrt zytoplasmatische Lokalisation des

R25W_proteins in den Tumorzellen festgestellt. Funktionen von zytoplasmatischem

mutp53
mutp53 sind bisher nahezu unbekannt. Erste Anhaltspunkte kdnnte die Beobachtung liefern,
dass WAP-T Zellen, die mutp53 Uberexprimieren, eine ebenso ausgepradgte Lokalisation des
Glucocorticoidrezeptors (GR) im Zytoplasma aufweisen. Zusammen mit Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe weisen diese Ergebnisse auf eine Interaktion von mutp53 mit dem GR hin. Da
der GR in eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen (wie z.B. PI3K/Akt-, MAPK- oder TgfB-

Signalwege) involviert ist, stellt die Wechselwirkung mit mut53 moglicherweise einen neuen

regulatorischen Mechanismus fiir den GoF von mutp53 dar.

Zusammenfassend bestadtigen die hier gewonnenen Daten einen mutp53-vermittelten GoF
hinsichtlich der Malignitat in der Mammakarzinogenese im WAP-T Mausmodell. Aufgrund der
hohen Ahnlichkeit des WAP-T Mausmodells mit humanen Mammakarzinomen kénnen die hier
erzielten Erkenntnisse auf die humane Situation Ubertragen werden. So kann die epithelial-
mesenchymale Transition ebenso bei Brustkrebspatientinnen die Metastasierung begiinstigen.
Die Erforschung der Rolle einzelner EMT-assoziierter Proteine und deren Modulation kdnnte in

Zukunft Grundlage neuer therapeutischer Strategien sein.
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Summary

Due to rising life expectancy and a decline in infectious diseases, cancer is the second leading
cause of death in the world. In about 50% of all cases, cancers contain mutations in the Tp53
gene, a tumor suppressor gene. In addition to the loss of wtp53 protective functions, mutant
p53 (mutp53) acquires novel oncogenic functions (gain of function — GoF) during
tumorigenesis, which are so far not yet completely understood. In order to understand the
role of mutp53 in mammary carcinogenesis and in the process of metastasis, its molecular
mechanisms of action need to be determined in detail. New findings on the role of key
proteins in these processes have the potential to promote the development of urgently

needed innovative and customized therapies for cancer patients.

The goal of this thesis was to examine the GoF of two p53 hot spot mutations (R248W, R273H),
that frequently occur in human cancer. To study their role in the malignancy of the disease and
the possible underlying mechanisms, the SV40 transgenic WAP-T mouse model for mammary
carcinogenesis was used. This model is especially suitable for this task, because the
endogenous wtp53 is functionally inactivated by complex formation with SV40 T-Ag. The
tumor phenotypes of monotransgenic WAP-T-NP8 and bitransgenic WAP-T-NP8xWAP-mutp53
(R245W, R270H) mouse lines were compared and indicated a more aggressive phenotype in
bitransgenic mice. In particular, tumors in WAP-T-NP8xWAP-mutp53****" mice showed a
significantly increased malignancy, characterized by the development of more undifferentiated
tumors, increased tumor vascularization and a 3-4-fold higher rate of metastasis in lungs.
Using microarray-based gene expression analysis a mutp53-mediated gene signature, enriched
in EMT (epithelial-mesenchymal transition) associated genes, could be identified in tumors of
bitransgenic mice. The process of EMT is associated with an increased metastasis rate and a
poor prognosis for patients. Multiple genes were identified to be differently regulated in
tumors of WAP-T-NP8XWAP-mutp53**" mice e.g. increased expression encoding
transcription factors such as Snail and Zebl1, various cell surface receptors (Pdgfra, Pdgfr6,
Fgfr1, Itga5 and Notch4), growth factors (Tgf61 and Pdgfb), matrix metalloproteases (Mmp3,
Mmp10, Mmp11l and Mmp12) and several collagens (Col1, Col5, Col6 and Col15). The EMT
signature was confirmed in vitro using G-2 cells derived from a bitransgenic WAP-TxWAP-
mutp53 tumor and H8NS8 cells, a newly established cell line that originated from another
bitransgenic tumor. Both cell lines form a heterogeneous homeostatic tumor cell system
consisting of an epithelial and a mesenchymal cell population. Experiments in the in vitro
models showed that ectopic mutp53 expression as well as an overexpression of individual EMT

signature genes (focus was on Zebl and Mmp3) increased EMT and led to the development of
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a mesenchymal cell phenotype. In order to determine possible mechanisms for mutp53-
mediated GoF, the already described interaction of mutp53 with p63 was examined. Neither
an interaction of mutp53 with p63, nor the regulation of p63-controlled target genes (e.g. the

miR-200 family) could be detected. Interestingly, an accumulation of mutp53~*%

protein in
the cytoplasm of tumor cells could be observed. However, possible cytoplasmic functions of
mutp53 remain still unclear. A first hint toward such a function, a mutp53-dependent
accumulation of the glucocorticoid receptor (GR) in the cytoplasm was detected. These
observations support earlier findings from our group that suggest an interaction of mutp53
with the GR. Since the GR is involved in a variety of signaling pathways (such as PI3K/Akt-,
MAPK or TgfB-signaling pathways), an interaction with mutp53 might present a new potential

regulatory mechanism for mutp53-mediated GoF.

In conclusion, the obtained data confirm a mutp53-mediated GoF regarding the malignancy of
mammary carcinogenesis in the WAP-T mouse model. Due to the high resemblance of WAP-T
mouse tumors to certain human breast cancers, the results from this thesis can be transferred
into a human context, indicating that the process of epithelial-mesenchymal transition may
also promote metastasis in breast cancer patients. The analysis of individual EMT associated

proteins and their regulation promises to be important for new therapeutic strategies.
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1. Einleitung

1.1. Brustkrebs

Krebserkrankungen gehéren neben Herzkreislauferkrankungen zu den haufigsten
Todesursachen beim Menschen. In Deutschland starb 2010 jeder Vierte an den Folgen
bosartiger Tumore (Pressemitteilung Nr. 41 des Statistischen Bundesamtes vom 03.02.2012).
Das Mammakarzinom (Brustkrebs) ist die am weitesten verbreitete Krebserkrankung bei
Frauen weltweit. Die Zahl der Neuerkrankungen steigt jahrlich; im Gegensatz zu den 640.000
Ersterkrankungen im Jahr 1980 wurden 2010 1,6 Mio. Mammakarzinome neu diagnostiziert,
(Forouzanfar et al., 2011). Die brustkrebsbedingte Sterberate betrdgt global ca. 14%. Somit
belegt Brustkrebs den ersten Platz krebsbedingter Mortalitat bei  Frauen
(http://globocan.iarc.fr). In Deutschland lag die Mortalitdtsrate durch Brustkrebs und Folge-
erkrankungen 2008 bei 18%. Durch verbesserte Diagnostik und Verwendung von individuell
angepassten Therapien stieg die Zahl der Todesfalle langsamer als die der Neuerkrankungen,
so dass im Vergleich zu 1980 die Erkrankung an Mammakarzinomen seltener letal sind
(Forouzanfar et al., 2011). Todesursache bei Brustkrebspatientinnen ist normalerweise nicht
der Primartumor selbst, sondern die Entstehung von Rezidiven bzw. Metastasen in entfernten
Organen. Besonders haufig betroffen sind Gehirn, Skelett, Leber und Lunge. So ist flr eine
erfolgreiche Therapie neben Friiherkennung und Tumorresektion auch die Behandlung von
Metastasen erforderlich. Hierfiir sind neue Erkenntnisse liber den metastatischen Prozess
unumganglich.

Fiir die Entstehung von Mammakarzinomen sind genaue Ursachen nicht bekannt. Zum einen
mehren sich Hinweise auf bestimmte Faktoren, die die Entstehung von Brustkrebs fordern
oder auch reduzieren. Zu den Risikofaktoren gehdren neben dem Alter und Lebensstil
(Erndhrung, Bewegung, Alkohol- und Nikotinkonsum) auch hormonelle Faktoren bedingt durch
Kinderlosigkeit, hoheres Alter bei der ersten Geburt und spat einsetzende Menopause.
Wohingegen Schwangerschaften in jungen Jahren und ldangere Stillzeiten einen eher
protektiven Einfluss haben (Robert-Koch-Institut, 2010). Zum anderen konnten aber auch
bereits genetische Aspekte identifiziert werden, die die Brustkrebsentstehung beglinstigen: so
haben Frauen ein hoheres Risiko an Brustkrebs zu erkranken, in deren naher Verwandtschaft
die Erkrankung bereits auftrat oder die Mutationen im BRCA (breast cancer)-1/-2-Gen

aufweisen, was ca. 5% aller Mammakarzinome betrifft (Antoniou et al., 2003).
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1.2. Der Prozess der Metastasierung

Die Letalitat bei Burstkrebspatientinnen ist hauptsachlich durch Folgeerkrankungen wie die
Ausbildung von Metastasen bedingt. Metastasierung ist fiir die beteiligten Zellen ein
mehrstufiger Prozess, welcher mit einem mobilen Phanotyp (via EMT, siehe 1.2.1),
Degradation der Basalmembran und Invasion in die extrazelluldren Matrix (ECM) beginnt.
AnschlieBend erfolgt das Eindringen in Blut- bzw. LymphgefaRe. Wahrend sich die Tumorzellen
in der Zirkulation aufhalten, sind sie hohen Druck- und Scherkraften ausgesetzt, deren
Uberleben eine Anpassung des Phidnotyps erfordert. Fiir die Besiedlung entfernter Organe
mussen disseminierte Tumorzellen zunachst adhdsiv an eine GefiaBwand binden, um
anschlieRend ins umliegende Gewebe zu migrieren und zum sekundaren Tumor auszuwachsen
(Thiery, 2002; Wirtz et al., 2011). Eine erfolgreiche Metastasierung von sekundaren Organen
erfordert dabei die Plastizitat, in der fremden Umgebung zu proliferieren.

In der Literatur werden zwei Theorien liber den Beginn der Metastasierung und die dafir
notwendigen Voraussetzungen diskutiert. Zum einen wird vermutet, dass eine kleine
Population von Tumorzellen von Beginn an zur Metastasierung befdhigt sind (Minn et al.,
2005; Balic et al., 2006; Li et al., 2007; Weng et al.,, 2012). Zum anderen geht die zweite
Theorie von einem spéaten Ereignis in der Tumorentwicklung aus, bei dem die Tumorzellen
durch Akkumulation von genetischen Veranderungen die Eigenschaften fiir die Metastasierung

im Laufe der Progression erwerben (Fidler, 2003; Nguyen and Massagué, 2007).

Primdrtumor Vaskularisierung Loslésen vom Tumor Eintritt in ein Blutgefal

L Zirkulierende Austritt ins
Tumorzellen Adhision umliegende Gewebe Metastasierung

“) D)
s s (’W #@E.
- - S [ S )

(&> = i

Abbildung 1: Multischritt-Prozess der Metastasierung

Der Prozess der Metastasierung umfasst das Ablosen einzelner Tumorzellen vom Primartumor, die dann in
BlutgefaRe invadieren und an entfernten Positionen das BlutgefaR verlassen, um einen Sekundartumor zu formen.
Um den Tumor verlassen zu konnen, missen Tumorzellen einen mesenchymalen Phanotyp annehmen, was durch
EMT erfolgen kann und fir die Ausbildung epithelialer Metastasen muss der Prozess mittels MET revaertiert
werden. EMT — epitheliale Transition, MET — mesenchymale-epitheliale Transition (modifiziert nach Wirtz et al.,
2011).
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Wahrend der Tumorprogression leitet eine Kombination aus Tumorproliferation, Angiogenese,
weiteren genetischen und epigenetischen Veranderungen durch die Aktivierung von
komplexen Signalwegen den metastatischen Prozess ein. Eine Phinotyp-Anderung (EMT) fiihrt
zu Zellen mit einem mesenchymalen Phanotyp, die reduzierte Zell-Zellinteraktionen besitzen
und mobil sind (Thiery and Sleeman, 2006). Diese Zellen exprimieren Matrix-Metalloproteasen,
die den Abbau der Basalmembran (Laminin- und Kollagen I-reich) fordern, so dass diese Zellen
den Tumor verlassen kénnen (Hotary et al., 2006). Die nachste Hirde stellt die extrazellulare
Matrix (ECM), reich an Kollagen | und Fibronectin, dar. Wahrend der Migration durch die ECM
spielen fokale Adhdsionen und Multi-Proteinkomplexe eine grofle Rolle, da sie fir die
physikalische und dynamische Verknipfung von zelluldaren Aktin-Filamenten mit den ECM-
Fasern verantwortlich sind (Smith et al., 2007; Fraley et al., 2010). Die Migration selbst erfolgt
offenbar durch Ausbildung von pseudopodialen Protrusionen (Fraley et al., 2010). Wahrend
des Ein- und Austritts aus Blut- bzw. LymphgefaBen miissen Tumorzellen drastische Form-
veranderungen durch Umbau des Zytoskeletts durchfiihren, um endotheliale Zell-Zellkontakte
aufzubrechen (Wirtz, 2009). Im BlutgefdaB missen Tumorzellen viele Stresssituationen
Uberstehen, dazu gehéren immunologischer Stress, Scherkrafte im Blutsystem, Kollisionen mit
Blutzellen und endothelialen Zellen der Gefdafwand. Die Stressoren koénnen die
Uberlebenschance der disseminierten Tumorzellen und auch die Fahigkeit, zur Metastase
auszuwachsen, stark beeinflussen. Nur eine sehr kleine Anzahl zirkulierender Tumorzellen
Uberlebt diese Prozedur (Fidler et al., 2002). Fir das Verlassen des Blutsystems sind zwei
Mechanismen bekannt: zum einen fihrt die Verstopfung von BlutgefiaRen mit geringerem
Durchmesser als die Zelle selbst zum Arrest der Zelle im Blutgefall mit nachfolgender Invasion
in das umliegende Gewebe (Kienast et al., 2010; Wirtz et al., 2011), zum anderen werden
durch Interaktion membranstandiger Liganden (CD44, CEA, PODXL) der Tumorzelle mit
Selektin-Rezeptoren (E- und P-Selektin) der Endothelzellen die zirkulierenden Tumorzellen
eingefangen (Napier et al.,, 2007; Thomas et al., 2008, 2009). Fir die Arretierung mit
anschlieRendem GefaRaustritt wird eine stabilere Bindung von Integrinen der Tumorzellen an
interzelluldaren und vaskuldren Adhasionsmolekiilen (ICAM1, VCAM1) bendétigt (Zhu et al,,
2008). Ebenso scheinen Blutpldttchen eine wichtige Rolle in der Disseminierung zu
Ubernehmen: mittels Bindung an Tumorzellen werden diese ,, maskiert” und dadurch vor dem
Immunsystem geschiitzt (Nieswandt et al., 1999; Palumbo et al., 2005); weiterhin unterstiitzen
sie die Adhasion an die GefiaBwand (Felding-Habermann et al.,, 1996; Burdick and
Konstantopoulos, 2004; Gay and Felding-Habermann, 2011). Dariiber hinaus kénnen von der
Tumorzelle ins umliegende Gewebe mitgeschleppte aktivierte Blutplattchen durch Sekretion

von Faktoren Angiogenese induzieren und damit das Metastasenwachstum unterstiitzen
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(Pinedo et al., 1998). Analysen von Autopsieergebnissen ergaben, dass Tumore nicht wahllos
Organe besiedelten (Weiss, 1992, 2000), sondern dass fir bestimmte Tumorentitdten
Pravalenzen fir bestimmte Organe beobachtet werden konnten. Bei Prostatakrebs sind
Metastasen vornehmlich im Knochenmark und in der Leber zu finden, wahrend
Mammakarzinome eher in Knochenmark und Lunge metastasieren. Das Muster der
Metastasierung wird durch zwei Hypothesen versucht zu erkldaren: die ,Seed and Soil“-
Hypothese, wonach die lokale Mikroumgebung eine wichtige Rolle spielt, und die
»mechanische” Hypothese, bei der die Metastasierung mit dem Verlauf des Blutkreislaufs

korreliert (Weiss, 2000).

1.2.1. Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Wahrend der Embryogenese multizellularer Organismen ist die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) von entscheidender Bedeutung. Uber diesen Prozess werden Entwicklung
und Spezialisierung von Zellen gesteuert, was die Entstehung komplexerer Organismen
ermoglicht. Im frihen Organismus (wahrend der Gastrulation) wird zwischen epithelialem und
mesenchymalem Zellphdnotyp, die fir die Bildung neuer Gewebe verantwortlich sind,
unterschieden. Epitheliale Zellen zeichnen sich durch Immobilitat, enge Zell-Zellkontakte und
eine apikal-basalen Polaritat aus, wahrend mesenchymale Zellen eher mobil und spindelférmig
sind (Hay, 2005). Der EMT-Prozess kann in drei funktionelle Gruppen eingeteilt werden: Typ |
entspricht der EMT wahrend der Embryogenese und Entwicklung, Typ Il spielt bei
Fibrosenentstehung und Wundheilung eine Rolle, und Typ lll beschreibt EMT-Prozesse, die bei
Krebserkrankungen vorkommen und mit erhdhter Zellmigration und Invasion assoziiert sind
(Kalluri and Weinberg, 2009).

Im Allgemeinen kommt es nach Induktion der EMT zum Verlust der apikal-basalen Polaritat,
einhergehend mit dem Abbau von Desmosomen, Gap- und Tight-Junctions sowie beginnender
Degradation der Basallamina durch Matrix-Metalloproteasen (MMPs) (Peinado et al., 2004;
Townsend et al., 2008). Zelloberflachenproteine wie E-Cadherin (E-Cdh) und Integrine (z.B. B1-
Integrine) werden durch N-Cadherin (N-Cdh) und mesenchymale Integrine ersetzt, die nur
transiente Zell-Zellkontakte vermitteln. Es folgt eine Umorganisation des Zytoskeletts, wobei
Aktin durch Stressfasern und Keratine durch Vimentin ausgetauscht werden. Nach diesen
Schritten ist die nun spindelformige Zelle befahigt, in das umliegende Stroma bzw. in die

extrazelluldare Matrix (ECM) einzuwandern (Abbildung 2) (Micalizzi et al., 2010).
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Abbildung 2: Friihe Ereignisse wihrend der EMT

Zu Beginn verlieren die Zellen ihre apikal-basale Polaritat, damit geht der Verlust epithelialer Markerproteine
einher, wahrend die Expression mesenchymaler Proteine zunimmt. Fir die Migration von Zellen ist auRerdem die
Degradation der Basalmembran Voraussetzung (nach Micalizzi et al., 2010).

Die Induktion von EMT scheint zelltypspezifisch und kontextabhdngig zu sein und kann (ber
verschiedene Signalwege erfolgen, denn EMT-induzierende Faktoren kénnen unterschiedliche
Effekte hervorrufen (Janda et al., 2002; Thiery, 2003). TgfB, ein potenter EMT-Ausl6ser, hat in
Karzinomen eine duale Rolle inne: es agiert in frilhen Lasionen als Tumorsuppressor und
inhibiert das Zellwachstum (Reynisddttir et al., 1995), entgegengesetzt dazu fordert Tgfp die
Metastasierung in spateren Stadien der Krebserkrankung (Muraoka et al., 2002; Muraoka-Cook
et al., 2006). Bei der EMT-Induktion aktiviert Tgff nach Rezeptorbindung typischerweise den
Smad- oder alternativ p38-MAPK- bzw. RhoA-Signalweg (Derynck and Zhang, 2003), wahrend
Wachstumsfaktoren wie Fibroblast Growth Factor (FGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF) und
Epidermal Growth Factor (EGF) durch Bindung an die entsprechenden Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen den MAPK- oder Akt-Signalweg aktivieren (Strutz et al., 2002; Hung et al., 2011; Kim et
al.,, 2011; Al Moustafa et al., 2012). ECM-Komponenten wie Kollagene kdnnen Uber Integrin-
vermittelte Aktivierung der Protein-Tyrosin-Kinase 2 (PTK2, auch focal adhesion kinase, FAK)
eine epithelial-mesenchymale Transition veranlassen (Nakamura et al., 2001; Shintani et al.,
2008). Auch die Spaltung des E-Cadherin/B-Catenin-Komplexes durch MMPs oder ein
aktivierter Wnt-Signalweg flihren zur Internalisation und Relokalisation von freiem,
transkriptionell aktivem B-Catenin in den Zellkern, wodurch EMT induziert wird (Lochter et al.,

1997; Blavier et al., 2010; lwai et al., 2010).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von EMT-assoziierten Signalwegen

EMT kann Uber eine Vielzahl von Signalen und Aktivierung nachgeschalteter Signalwege eingeleitet werden. Zellen,
die EMT durchfiihren, verlieren ihren epithelialen Charakter und erhalten einen mesenchymalen Phanotyp,
assoziiert mit erhéhter Migration und Invasion. RTK — Rezeptor-Tyrosin-Kinase, ROS — Reaktive Sauerstoffradikale
(Larue and Bellacosa, 2005).

Die Induktion der EMT durch oben genannte Prozesse flihrt zur Aktivierung des sogenannten
EMT-Transkriptoms (Kim et al., 2002). Es kommt zur Expression von spezifischen
Transkriptionsfaktoren wie Snail/2, Twist1/2 und Zeb1/2 (Kalluri and Neilson, 2003; Cowin et
al., 2005; Lindley and Briegel, 2010), die die Expression weiterer Gene regulieren: zum einen
die Repression von epithelialen Proteinen wie E-Cadherin, Zytokeratinen, Claudinen,
Desmoplakin und Z0-1, zum anderen die vermehrte Expression von mesenchymalen
Proteinen, wie Vimentin, Fibronectin und N-Cadherin, Smooth-muscle actin und Matrix-
Metalloproteasen (Behrens et al., 1993; Novak et al., 1998; Li et al., 2003; Sipos and Galamb,
2012).
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Die Repression von E-Cdh (oder funktionelle Inaktivierung durch Mutationen wie in Krebs-
erkrankungen) scheint eines der Hauptereignisse der EMT zu sein, da das Protein fir die
Aufrechterhaltung des epithelialen Phanotyps wichtig ist (Behrens et al., 1993; Cowin et al.,
2005). Der Verlust von E-Cdh resultiert in der Reduktion von interzellularen Kontakten und der
E-Cdh-vermittelten Sequestrierung von B-Catenin mit dem Ergebnis, dass B-Catenin in den
Nukleus transportiert wird und dort, komplexiert mit LEF (Lymphoid enhance factor), z.B. die
Expression von Snai2 (auch als Slug bekannt) initiiert. (Thiery and Sleeman, 2006). Eine
Zusammenfassung einiger der fiir die EMT-Induktion verantwortlichen Signaltransduktions-
wege ist in Abbildung 3 gezeigt.

Eine Konsequenz von EMT wahrend der Tumorgenese ist die vermehrte Migration und
Invasivitat der malignen Zellen, wodurch auch die Wahrscheinlichkeit fiir die Metastasierung
steigt (Thiery and Sleeman, 2006). Die Hinweise auf eine Rolle der EMT wdhrend der
Tumorgenese mehren sich: so wurde gezeigt, dass der Wechsel von epithelialem zu
mesenchymalem Phanotyp mit der Tumorprogression und einer schlechteren Prognose
korreliert (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005; Moody et al., 2005), dass sich bei
Drisengewebstumoren (wozu auch Brustkrebs gehort) Einzelzellen durch EMT aus dem
Tumorzellverband I6sen und dadurch die Invasivitdt erhéhen (Thiery, 2002) und dass die
Manipulation der E-Cadherin-Expression in vitro sowohl den Phanotyp als auch das invasive
Verhalten von Zellen verandert (Perl et al., 1998; Thiery, 2002; Peinado et al., 2004).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Unterdriickung der Expression von Twist in
invasiven lobuldaren Mammakarzinomen zur Reduktion des metastatischen Potentials in vivo
fiihrt. Die Uberexpression von Twist hingegen fiihrt durch Reduktion von E-Cdh und Expression

mesenchymaler Marker zu gesteigerter Mobilitat der Zellen (Yang et al., 2004).

1.2.2. EMT wahrend der Entwicklung der Brustdriise und der

Tumorprogression

Die Entwicklung der Brustdriise beginnt bereits im embryonalen Stadium, in dem ein
rudimentdres duktales System (Milchgdnge) angelegt wird. Wa&hrend Pubertat und
Schwangerschaft kommt es zur Verlangerung und Verzweigung der Dukte (Abbildung 4A). Die
Verlangerung der Dukte in der Pubertdt beginnt mit Bildung der Terminal end buds (TEB)
(Watson and Khaled, 2008). Ein TEB ist eine mehrschichtige epitheliale Struktur, aus der in der
Entwicklung die zweilagigen Dukte aus luminalen und basalen Epithelzellen entstehen
(Sternlicht et al., 2006). Auf dulRere Signale hin, zu denen Wachstumsfaktoren (EGF, HGF) und
aktivierte Matrix-Metalloproteasen gehoren, teilen TEB sich gabelformig (Fata et al., 2004). In

der Spitze der TEB befinden sich Cap Cells, die Merkmale epithelialer Plastitzitat aufweisen:
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trotz enger Zell-Zellkontakte verlieren sie die apikal-basale Polaritat und es findet keine
Lokalisation von B-Catenin zur basolateralen Domane statt. Weiterhin sekretieren die Zellen
MMPs, was zum Abbau der Basalmembran fiihrt (Fata et al., 2004). Mit Hilfe von Genom-
weiten Genexpressionsanalysen wurde in TEB Zellen die verstarkte Expression bekannter EMT-
Regulatoren wie Snail und Twist im Vergleich zu ausgereiften Dukten festgestellt (Kouros-
Mehr and Werb, 2006). Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass EMT-Prozesse wahrend

der Entwicklung einer Brustdrise entscheidend sind.

A Stadien in der Entwicklung

Embryo Pubertat Schwangerschaft

Morphogenese ¥ @ Snail, Twist
der duktalen Verzweigung * Wnt
Cripto
B Stadien in der Mammakarzinogenese
Frihes Stadium Invasives MaCa Metastatisches MaCa

B
= -l

W ¢ Six1, Snail, Slug, Twist
¥ Wnt, TGF-§

% Cripto

Abbildung 4: Parallele EMT-Funktionen wahrend der normalen Entwicklung einer Brustdriise und in der Mamma-
karzinogenese

A) Wahrend der embryonalen Entwicklung wird im Brustgewebe ein rudimentares, duktales System angelegt, das in
der Pubertat und besonders wahrend der Schwangerschaft ausgeweitet wird und in dem weitere Verzweigungen
angelegt werden. Die Expansion der Dukte durch EMT-Prozesse findet im TEB (Terminal end bud) statt. B) Wahrend
der Karzinogenese konnen Tumorzellen neue mobile und invasive Eigenschaften (EMT) erwerben, die die
Ausbreitung der Zellen erlauben (Micalizzi et al., 2010).

Die Mechanismen, die es Tumorzellen erlauben, den Verbund des Primartumors zu verlassen
und an entfernten Stellen Metastasen zu bilden, sind noch nicht in Gdnze verstanden (Guarino
et al., 2007). Es wurde aber postuliert, dass die epithelial-mesenchymale Transition durchaus
eine Moglichkeit darstellt, den Prozess der Metastasierung zu erklaren. Bei verschiedenen

Krebserkrankungen wurde mit Hilfe von Genexpressionsprofilen ein Verlust von E-Cdh und die

erhohte Expression von Fibronectin und Kollagen | und Ill gefunden (Turashvili et al., 2007).
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Epitheliale Tumorzellen, die eine EMT durchfiihren, sind phanotypisch von Fibroblasten nicht
zu unterscheiden. Sie kénnen sich als Einzelzellen oder aber als Gruppe vom Tumor l6sen und
migrieren (Fried| et al., 1995; Nabeshima et al., 1999; Friedl and Gilmour, 2009). Um eine
Fernmetastase zu bilden, miissen Tumorzellen zusatzlich zur Phanotypanderung die Fahigkeit
erwerben, lymphatische oder hdamatopoetische Gefdae zu durchwandern und anschlieflend
wieder einen epithelialen Phanotyp annehmen zu kénnen, um im Zielgewebe zu proliferieren
(Thiery, 2002; Fidler, 2003). Deshalb wird vermutet, dass EMT auch bei der Karzinogenese ein

transienter, reversibler Prozess ist (Trimboli et al., 2008).

1.3. Das Tumorsuppressorprotein p53

Die Tumorinitiation und -progression ist ein mehrstufiger Prozess, dessen Ursachen in
genetischen und epigenetischen Veranderungen zu finden sind. Oft werden dabei Regulations-
mechanismen der Wachstumskontrolle oder der Zellteilung verandert. Dadurch gewinnen
Tumorzellen einen Selektionsvorteil gegeniliber gesunden Zellen und kénnen so zu Tumoren
auswachsen und benachbartes Gewebe infiltrieren. Hanahan und Weinberg postulierten im
Jahr 2000, dass fiir die Tumorgenese sechs Fahigkeiten entscheidend sind, die auch in den
meisten humanen Tumorerkrankungen zu finden sind: eine von Wachstumsfaktoren
unabhangige Zellproliferation, Unempfindlichkeit gegeniliber wachstumshemmenden Faktoren
und Apoptose, die damit einhergehende unbegrenzte Replikationsfahigkeit, Stimulation der
Angiogenese zur eigenen Nahrstoffversorgung und die Fahigkeit ins umliegende Gewebe zu
invadieren und in entfernte Organe zu metastasieren (Hanahan and Weinberg, 2000).

All diese Eigenschaften beruhen auf anormaler Aktivierung von Proto-Onkogenen bzw. der
Inhibierung von Tumorsuppressorgenen (Hernandez-Boussard et al., 1999). Proto-Onkogene
kodieren fiir Proteine, die in einer gesunden Zelle Wachstum, Proliferation und Differenzierung
regulieren. Dazu gehéren Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, G-Proteine,
Transkriptions-faktoren und Gene, die fir die Kontrolle des Zellzyklus verantwortlich sind.
Durch Mutationen, Genamplifikationen oder auch chromosomale Rearrangements in den
Proto-Onkogenen kommt es zur Expression von Proteinen, die ihre regulierende Funktion nicht
mehr ausiiben kénnen und die Zellen zu unkontrolliertem Wachstum und Proliferation
anregen (Bishop, 1991; Croce, 2008). Tumorsuppressoren hingegen zeigen eine inhibierende
Wirkung auf Wachstum und Proliferation von Zellen. Tumorsuppressorgene wirken im
Gegensatz zu Proto-Onkogenen rezessiv, und es muissen daher beide Allele inaktiviert bzw.
deletiert sein, um einen Funktionsverlust und damit einhergehende Tumorproliferation zu

erhalten (Levine, 1993).
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Ein Tumorsuppressorprotein, welches in humanen Krebserkrankungen haufig von Mutationen
und Alterationen betroffen ist (in 50 bis 60%), ist p53 (UMD TP53 Mutation Database,
2010_R1, Juli 2010 (UMD TP53 Mutation Database, 2010_R1, Juli 2010, Caron de Fromentel
and Soussi, 1992). Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen erfolgt zumeist durch Deletionen,
Trunkierungen oder auch Promotor-silencing, wahrend im p53-Gen hauptsachlich Punkt-
mutationen auftreten, die zu einem Aminosaureaustausch im Protein fiihren (Hollstein et al.,
1991; Levine et al., 1991).

Die Funktionen von p53 und mutiertem p53 sind trotz tGber 30 Jahren Forschung noch nicht
vollstandig verstanden. Aufgrund der hohen Mutationsfrequenz von p53 in Krebserkrankungen
und die Partizipation von wtp53 in vielen essentiellen Prozessen ist das Interesse der
Forschung an p53 ungebrochen. Dies bestétigt auch die jahrlich steigende Anzahl an neuen

Publikationen Gber das Protein.

Das p53-Protein wurde 1979 von vier unabhéngigen Gruppen (Deleo et al., 1979; Kress et al.,
1979; Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979) entdeckt: auf der Suche nach
Antwort, wie virale Tumorantigene Tumore initiieren kdnnen, wurde ein zelluldres Protein in
Tumorzellen bzw. in mit Simian Virus 40 (SV40) transformierten Zellen gefunden, das mit dem
groBen T-Antigen (LT) des Virus Komplexe bildet. Den Namen erhielt das Protein aufgrund
seines scheinbaren Molekulargewichts von 53 kDa. Da das p53 in vielen Tumorzellen
Uberexpremiert war und sowohl mit viralen als auch mit zu diesem Zeitpunkt bekannten
onkogenen Proteinen (z.B. myc und ras) interagierte, wurde eine onkogene Rolle des Proteins
in der Tumorentwicklung vermutet (Eliyahu et al., 1984; Jenkins et al., 1984; Parada et al.,
1984). Dies wurde erst Jahre spater widerlegt, als durch Sequenzierung von cDNA-Klonen
festgestellt wurde, dass fiir die Experimente mutiertes p53 verwendet wurde, welches im
Gegensatz zum Wildtyp-p53 (wtp53) in der Lage war, in Kooperation mit anderen Onkogenen
wie ras Zellen zu transformieren (Hinds et al., 1989; Harvey and Levine, 1991). Erst nach
einigen Jahren wurde die besondere Bedeutung von p53 als Tumorsuppressorprotein
offensichtlich: es zeigt im Gegensatz zu mutp53 antiproliferative Eigenschaften und kooperiert

nicht mit ras (Eliyahu et al., 1989; Finlay et al., 1989).

Das humane TP53-Gen ist auf Chromosom 17 (murin: Chromosom 11) lokalisiert und weist
innerhalb der Vertebraten starke Homologien auf, was fiir die Bedeutung des Proteins in
komplexen Organismen spricht. Das Gen besteht aus 11 Exons, wobei das erste Exon nicht-
kodierend ist. Das p53-Protein besteht beim Menschen aus 393 Aminosduren (390 bei der

Maus) und kann anhand seiner Funktion in vier wesentliche Domanen unterteilt werden:
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N-terminal befinden sich zwei unabhangige Transaktivierungsdoménen (Aminosduren 1-42
und 43-92), wobei die erste malRgeblich fiir die Aktivierung der Transkription von Zielgenen
verantwortlich ist (Walker and Levine, 1996; Zhu et al., 2000; Harms and Chen, 2006). Der
mittleren Bereich (Aminosduren 101-306) umfasst die DNA-Bindedomdne, welche fir die
Sequenz-spezifische Bindung des p53-Proteins an die Promotor-Sequenz seiner Zielgene
verantwortlich ist. Dieser Bereich ist in humanen Krebserkrankungen haufig von Mutationen
betroffen (IARC-Datenbank, R15 Nov. 2010 Petitjean et al., 2007). AuRerdem ist in dieser
Region auch eine intrinsische 3‘-5'-Exonukleasefunktion lokalisiert (Mummenbrauer et al.,
1996). Am C-terminalen Ende sind mehrere funktionelle Domé&nen vorhanden. So ist im
Bereich der Aminosduren 307-355 die Oligomerisierungsdomane lokalisiert, die die
Komplexierung mehrerer p53-Molekile (Dimerisierung von p53-Dimeren) und damit deren
funktionelle Aktivitat ermoglicht (Stirzbecher et al., 1992). In dieser Region ist ebenfalls ein
Signal fur den nukledren Export enthalten. Eine weitere regulatorische Domane ist im duReren
C-terminalen Bereich (Aminos&duren 356-393) des Proteins zu finden: diese enthélt sowohl ein
Signal fiir den Transport in den Nukleus als auch einen Bereich, der fiir eine nicht-spezifische
DNA-Bindung, z.B. im Falle beschadigter DNA, verantwortlich ist. Zusatzlich kann hiertber die
DNA-Bindedomane reguliert werden (Harms et al., 2004; Weinberg et al., 2004; Laptenko and
Prives, 2006).

0 100 200 300 393
I | | | |

funktionelle Doménen NTD m

konservierte Regionen - —_— - —_— —

Abbildung 5: Struktur von p53
Aufbau des p53 Proteins: NTD — N-terminale Domane mit zwei unabhangigen Transaktivierungsdomanen, DBD —
DNA-Bindedomane, OD — Oligomerisierungsdoméane und RD — regulatorische Domane.

1.3.1. Regulation von p53

Unter stressfreien Bedingungen betragt die Halbwertzeit des nukledren p53-Proteins weniger
als 20 Minuten (Kubbutat et al., 1997), d.h. die Menge an p53 wird Gberwiegend lber seine
Degradationsrate reguliert. Ein erhdhter Spiegel von p53 aktiviert die Expression von Mdm?2
(mouse double minute 2, in Human Hdm2), dem Hauptregulator von p53 (Levine, 1997,
Vogelstein et al., 2000). Mdm2 kann die p53-Aktivitdt durch direkte Interaktion in der
N-terminalen Region behindern (Momand et al., 1992; Chen et al., 1993; Picksley et al., 1994),
und p53 durch Ubiquitinylierung flir den proteasomalen Abbau mit Hilfe seiner E3-Ligasen-

funktion markieren (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). Dadurch wird der p53-
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Proteinlevel auf konstant niedrigem Niveau gehalten. Da beide Proteine sich gegenseitig
regulieren, sind sie lber einen negativen Rickkopplungsmechanismus miteinander verknipft
(Freedman and Levine, 1999). Einige p53-Mutanten sind in der Lage, dem Regulierungs-
mechanismus zu entgehen: Mdm2 kann nicht mehr mit diesen Mutanten interagieren, was zu
einer Akkumulation von mutp53 fiihrt (Haupt et al., 1997; Midgley and Lane, 1997; Buschmann
et al., 2000).

Als Hauptregulator fiir viele verschiedene Signalwege bedarf die Aktivitdt des p53-Proteins
einer Feinregulierung. Diese erfolgt Uber posttranslationale Mechanismen wie Phosphory-
lierung, Acetylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung. Die Modifikationen betreffen
hauptsachlich den N-Terminus und das C-terminale Ende des p53-Proteins (Appella and
Anderson, 2001; Brooks and Gu, 2003; Bode and Dong, 2004). Phosphorylierung von Serin- und
Threoninresten in p53 erfolgt meist als Folge von zellularem Stress und fiihrt zur Stabilisierung
und Aktivierung von p53. Vermittelt werden die wichtigsten Signaltransduktionswege durch
ATM- und ATR-Kinasen, die durch DNA-Schaden und ionisierende Strahlung induziert werden:
die ATM-Kinase (Ataxia telangiectasia mutated) phosphoryliert p53 an Serin 15 und aktiviert
auBerdem die Chk2-Kinase, die Serin 20 modifiziert. Die ATR-Kinase (Ataxia telangiectasia and
Rad3-related protein) und die nachgeschaltete Chkl-Kinase phosphorylieren p53 an
verschiedenen Stellen u.a. an Serin 313 und 314 (Steegenga et al., 1996; Shieh et al., 1997;
Caspari, 2000; Thompson et al., 2004; Meek and Anderson, 2009). Einen weiteren wichtigen
Regulationsmechanismus stellt die Acetylierung von p53 dar; bevorzugt werden verschiedene
Lysinreste in der C-terminalen Region modifiziert. Die Acetylierung wird von Histon-Acetyl-
Transferasen durchgefiihrt, was zur Regulation der transkriptionellen Aktivitdt von p53 fihrt
(Gu and Roeder, 1997; Barlev et al., 2001; Prives and Manley, 2001). Durch Ubiquitinylierung
von Lysinresten im C-terminalen Bereich des p53-Proteins wird die Stabilitdt des Proteins
beeinflusst. Ursachlich hierfir ist Mdm2, welches (ber seine E3-Ligasenfunktion die
Modifizierung vermittelt und durch mehrfache Ubiquitinylierung das Protein fir die
Degradation markiert (Fang et al., 2000; Rodriguez et al., 2000). Neben der Poly-
ubiquitinylierung fir den p53-Abbau vermittelt Mdm2 ebenso den nukledren Export von p53
und verhindert somit dessen transkriptionelle Aktivitat. Dafiir ist die Ubiquitinylierung von
einem Lysin im C-Terminus von p53 ausreichend (Freedman et al., 1999; Geyer et al., 2000;
Lohrum et al., 2001; Nie et al., 2007). Sumoylierung spielt bei der Regulation der Aktivitat,
Lokalisation und Degradation von Zielproteinen eine ebenso wichtige Rolle. Dabei wird ein
kleines, ubiquitin-dhnliches Protein (SUMO-1) an Lysinreste der Zielproteine gebunden. Es

konnte gezeigt werden, dass eine kovalente Bindung von SUMO-1 an Lysin 386 von p53 zur
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Steigerung der Transkriptionsaktivitat fihrt (Gostissa et al., 1999; Rodriguez et al., 1999;
Muller et al., 2000; Hochstrasser, 2001).

1.3.2. Funktionen des p53-Proteins

Die Hauptfunktion von p53 liegt in der Erhaltung der genomischen Integritat einer Zelle. Die
Aktivierung von p53 durch verschiedenste Arten von Stress (z.B. UV- und Réntgenstrahlung,
DNA-Schadigungen, Aktivierung von Onkogenen, Virusinfektionen, Chemikalien, Hypoxie) fiihrt
zur Stabilisierung und Akkumulation des Proteins im Zellkern und dort zur Regulation von
Zielgenen und den damit verbundenen Signalwegen (Chipuk and Green, 2006; Giono and
Manfredi, 2006; Campisi and d’ Adda di Fagagna, 2007, Maddocks and Vousden, 2011;
Solozobova and Blattner, 2011). Seine Funktion bt p53 hauptsachlich als Transkriptionsfaktor
aus, indem das Protein sequenzspezifisch an die DNA bindet und die Transkription der Zielgene

aktiviert bzw. inhibiert.

Fehlfunktion des
Ribonukleotid-Depletion mitotischen Apparates Onkogen-Aktivierung w
ess

Stickstoffmonoxid \\A A// DNA-Replikationsstri

Oxidativer Stress Telomerenverkirzung

Hypoxie : < Doppelstrangbriiche

Regulation von p53-Zielgenen Protein-Protein-Interaktionen
Metabolische Antioxidative Wachstums- Seneszenz Apotose
Homdostase Abwehr Reparatur arrest

Milder/physiologischer Stress Starker Stress

Abbildung 6: Schema der p53-Funktionen

P53 kann durch verschiedene Stresssignale aktiviert werden und seine Tumorsuppressorfunktion durch
Transkriptionskontrolle von Zielgenen bzw. Interaktionen mit Proteinen ausiiben (modifiziert nach Levine and Oren,
2009).

So bewirkt p53 als Reaktion auf DNA-Schaden einen transienten Wachstumsarrest (entweder
am G;- oder am G,/M-Kontrollpunkt des Zellzyklus), indem es die Expression des Zyklin-
abhingigen Kinase (CDKs)-Inhibitors p21 (G;-Arrest) oder von 14-3-30 (G,/M-Arrest) aktiviert
(el-Deiry et al., 1993; Agarwal et al., 1995; Deng et al., 1995; Waldman et al., 1995; Hermeking
et al., 1997). In einer gesunden Zelle phosphorylieren die Zykline D-CDK4/6 und E-CDK2 das

Retinoblastom-Protein (pRB), wodurch der pRB-Komplex mit E2F, einem weiteren
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Transkriptionsfaktor, aufgelést wird und E2F den Ubergang von der G;- in die S-Phase
vermitteln kann.

Bei einem G,-Arrest wird die Aktivitdt der Zyklinkomplexe D-CDK4/6 und E-CDK2 durch die
Expression von p21 gehemmt (Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993), E2F bleibt weiterhin an
PRB gebunden, ist somit inaktiv, wodurch der Ubergang in die S-Phase verzégert wird (Hinds et
al.,, 1992; Ewen et al., 1993). In der so gewonnenen Zeit kann die Zelle DNA-Schiaden vor
Vollendung der Zellteilung reparieren.

Ein G,-Arrest kann durch mehrere Proteine und Mechanismen ausgelost werden. Dazu gehort
14-3-30, welches eine dominante Rolle im Erhalt des G,-Arrests spielt und durch p53 reguliert
wird. 14-3-3c sequestriert Zyklin B-CDK1, und der Komplex wird in das Zytoplasma verlagert,
wodurch das Zyklin inaktiv bleibt und der Eintritt in die Mitose verhindert wird (Chan et al.,
1999; Laronga et al., 2000; Hermeking and Benzinger, 2006). Eine weitere Moglichkeit, einen
p53-vermittelten G,-Arrest auszuldsen, ist die Komplexbildung der Zykline A und B mit p21 und
die damit einhergehende Inaktivierung der Zykline (Bunz et al., 1998; Duli¢ et al., 1998;
Niculescu et al., 1998).

Bei irreparablen Schdaden kann p53 den programmierten Zelltod (Apoptose) direkt
(transkriptionsunabhédngig) bzw. indirekt einleiten (Yonish-Rouach et al., 1991; Clarke et al.,
1993). Zu einer transkriptionsunabhangigen Aktivierung der Apoptose fihrt die Wechsel-
wirkung von p53 mit Proteinen der pro-apoptotischen Bcl-Familie (z.B. Bax, Bak), dies setzt
aber eine Akkumulation von p53 im Zytoplasma bzw. an den Mitochondrien voraus (Kuwana
and Newmeyer, 2003; Moll et al., 2005). P53 kann Bax direkt oder indirekt aktivieren, indem es
mit Bcl-x, interagiert, was zur Freisetzung pro-apoptotischer Proteinen wie Bid fihrt, die dann
wiederum Bax aktivieren (Chipuk and Green, 2004; Chipuk et al., 2004). Aktiviertes Bax fuhrt
zur Freisetzung von Cytchrom c aus den Mitochondrien, was zur Initiierung der Apoptose fiihrt
(Kluck et al., 1997; Jiirgensmeier et al., 1998).

Dariiber hinaus kann p53 Apoptose durch Regulation der Expression von pro-apoptotischen
Genen indirekt einleiten (Vousden and Lu, 2002). Zu diesen Genen gehoren die
Oberflachenrezeptoren CD95/Apo-1/Fas und Killer/DR5, deren Transkription bei DNA-
Schadigung aktiviert wird (Owen-Schaub et al., 1995; Wu et al., 1997; Miiller et al., 1998).
Durch Ligandenbindung werden die Rezeptoren aktiviert, die wiederum nachfolgende
Caspasen aktivieren, die den apoptotischen Phanotyp auslésen (Boldin et al., 1996; Muzio et
al., 1996).

Neben den Tumorsuppressorfunktionen wurden in den letzten Jahren weitere Funktionen von
p53 entdeckt: so spielt es eine Rolle bei der Zelldifferenzierung, Erhaltung von

Stammzelleigenschaften, Regulation des Zellmetabolismus, Adhdsion und Zell-Zell-
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kommunikation sowie in der Immunantwort (Menendez et al., 2009; Feng et al., 2011; Madan

et al., 2011; Maddocks and Vousden, 2011; Solozobova and Blattner, 2011)

1.3.3. Mutationen im p53-Gen

Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 sind oft ein Merkmal verschiedener Krebs-
erkrankungen. Die Pravalenz flir somatische p53-Mutationen variiert je nach Krebsart zwischen
6% (Gebarmutterkrebs) und 47% (Eierstockkrebs). Humane Mammakarzinome zeigen in 23%
der Falle Mutationen im p53-Gen. Am haufigsten (74%) treten Punktmutationen auf, die zum
Austausch einer Aminosdure fihren und damit die Funktion des Tumorsuppressors
beeintrachtigen. In knapp 10% der Fille kommt es zur Verschiebung des Leserasters oder zu

nonsense-Mutationen (8%) (IARC Datenbank R15, Nov. 2010, Petitjean et al., 2007).

Pravalenzen fiir p53-Mutation

Gebanmutter e 6%
Hamatop. System s 11.1%
Nere m— 11.4%
Knochen s 14.4%
Endokrine Driisen s 16%
Prostata  s— 17.5%
Lymphknoten " 19.3%
Uterus s 20.3%
Weichteile mmm— 21.5%

Mutationsarten

andere
3%

nonsense
8%

Leserasterverschiebung
9%

Brust — 23%
Gehim  — 26.2%

Base m— 28%

Leber ——— 31.3%
Vegen s 32.3%
Haut — 34.7%

Lunge 37.4%
Pankreas 37.8%
Speiserthre 41.1%
Kopf/Hals 2%
Darm 33%
Fierstock 47.2%

Abbildung 7: Prdvalenzen fiir somatische p53-Mutationen in verschiedenen Krebserkrankungen und
Mutationsarten im p53-Gen

Die Pravalenzen fur somatische p53-Mutationen schwanken je nach Krebserkrankungen zwischen 10% und 50%
(linke Abb.), dabei treten besonders haufig missense-Mutationen im p53-Gen auf (rechte Abb.) (IARC Datenbank
R15, Nov. 2010, Petitjean et al., 2007).

Der Austausch nur einer Aminosdure in der ansonsten intakten Proteinsequenz kann bereits
zum Verlust der p53-Tumorsuppressorfunktion in Zellen fiihren. Uber 90% der Mutationen
betreffen die DNA-Bindedomane, wodurch das Protein in seiner sequenzspezifischen DNA-
Bindung eingeschrankt wird. 30% der p53-Mutationen in Krebserkrankungen beschranken sich
sogar auf wenige Aminosduren, die sogenannte Hotspot-Mutationen (Abbildung 8) (Levine et
al., 1995; Szymanska and Hainaut, 2003). Dazu gehoren R175 (5,6%), G245 (3,5%), R248 (7,8%),
R249 (2,9%), R273 (7,6%) und R282 (3%). Die offensichtliche Hypermutabilitdt der Hotspots ist
zum einen bedingt durch umgebene CpG-Inseln, in denen Cytosin oft methyliert ist und durch

Desaminierung eine C-zu-T-Transition stattfindet (Rideout et al., 1990) und zum anderen
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handelt es sich bei den betroffenen Aminosauren hauptsachlich um Arginine, die eine Rolle
beim direkten Kontakt des Proteins mit der Ziel-DNA spielen (z.B. R248 und R273), so dass eine
Substitution dieser eine geringere Bindeaffinitat verursacht (Cho et al., 1994; Szymanska and
Hainaut, 2003).

Basierend auf ihrem Einfluss auf Struktur und Funktion von p53 kdnnen die Mutationen in zwei
Gruppen unterschieden werden: bei DNA-Kontaktmutationen (wie z.B. R248W und R273H)
fihrt der Aminosadureaustausch zum Verlust der Fahigkeit, an die DNA zu binden und
dementsprechend transkriptionell zu wirken. Der Effekt auf die Konformation ist gering.
Wihrenddessen bewirkt der Austausch einer Aminosdure bei Strukturmutationen (z.B. R175H)
eine deutliche Konformationsanderung, wodurch eine Bindung von mutiertem p53 (mutp53)
an die DNA verhindert wird (Sigal and Rotter, 2000). Alle Hotspot-Mutationen fiihren zum
Verlust der Tumorsuppressorfunktion des Wildtyp-Proteins, z.B. verliert p53 mit dem Verlust
der DNA-Bindefahigkeit auch seine transkriptionelle Aktivitat fiir seine Zielgene, die u.a. bei
der Schadensantwort eine wichtige Rolle spielen (Hollstein et al., 1991; Kim and Deppert,

2006).
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Abbildung 8: Verteilung der Mutationsh&ufigkeit in den Codons von p53
Es ist die Verteilung und Haufigkeit der Punktmutationen (n=22356) im p53-Gen gezeigt. Die DNA-Bindedomaéne
(DBD) ist auffallend haufig betroffen (IARC-Datenbank R15, Nov. 2010, Petitjean et al., 2007).

Im Gegensatz zu wtp53 weist mutiertes p53-Protein eine hohere Stabilitdt auf und ist in
Tumoren oftmals stark akkumuliert (Rotter, 1983; Iggo et al., 1990; Bartek et al., 1991).

Fir die Stabilisierung von mutp53 scheinen neben den Mutationen weitere Veranderungen in
den Tumorzellen notwendig zu sein, wobei genaue Mechanismen noch unklar sind (Terzian et
al.,, 2008; Brosh and Rotter, 2009; Goh et al., 2011). Haufig flihrt die Mutation im p53-Gen
eines Allels zunachst zu einem partiellen oder auch kompletten Funktionsverlust (sog. Loss of

function — LoF) des mutierten Proteins. Dariiber hinaus kann wtp53 durch Tetramerisierung
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mit mutp53 funktionell inaktiviert werden (dominant-negativer Effekt — DN), was jedoch von
einem Uberschuss der p53-Mutante abhiangig ist (Kern et al., 1991; Milner and Medcalf, 1991;
Sigal and Rotter, 2000; Nicholls et al., 2002; Chan et al., 2004). Wi&hrend der
Tumorentwicklung kommt es dann oftmals zum Verlust des verbliebenen p53-Allels durch
Deletion (LOH - Loss of heterozygosity) oder Mutation, was mit dem kompletten Verlust der
Schutzfunktionen von p53 einhergeht.

Neben dem Funktionsverlust wurde fir mutiertes p53 bereits 1993 ein Zugewinn an
onkogenen Funktionen (sog. Gain of function — GoF) postuliert (Dittmer et al.,, 1993).
Zahlreiche Studien beschrieben neue mutp53-abhangige Eigenschaften in vitro und in vivo. So
wurde mittels Zellkulturexperimenten beobachtet, dass mutp53 unempfindlich gegeniber
Apoptosesignale ist: der Effekt der c-myc induzierten Apoptose ist durch die Expression von
mutp53 in Blutzellen reduziert (Lotem and Sachs, 1995) und auch gegeniiber Apoptose,
vermittelt durch DNA-Schaden, weist mutp53 ein weniger sensitives Verhalten auf (Li et al.,
1998). Darliber hinaus wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression von verschiedenen
p53-Mutanten (R175H, R273H) und erhohte Resistenzen gegen Chemotherapeutika wie
Doxorubicin, Cisplatin oder Etoposid beobachtet (Aas et al., 1996; Blandino et al., 1999; Matas
et al., 2001). In weiteren Experimenten wurde zusatzlich eine Korrelation der mutp53-
Expression mit einem verbesserten Zellwachstum und Uberleben nachgewiesen (Cadwell and
Zambetti, 2001; Lim et al., 2009). Aber von essentieller Bedeutung sind in vivo Studien, mit
deren Hilfe die biologischen Eigenschaften des mutp53-abhangigen GoF im komplexen System
aufgeklart werden kénnen. Uberexpression von p53-Hotspot-Mutationen in p53-null Zellen
(murine Fibroblasten, humane T-Zellen oder Osteosarkomzellen) fiihrte nach Transplantation
in Nacktmause zu gesteigerten Tumorbildung (Taylor et al., 1992; Dittmer et al., 1993; Hsiao et
al., 1994; Lanyi et al., 1998). Transgene Mause mit gewebsspezifischer mutp53-Expression in
den Brustdrisen oder in der Lunge offenbarten einen aggressiveren Phanotyp, der mit
erhohter Malignitat, Invasivitdt und Metastasierung einherging (Duan et al.,, 2002, 2009;
Heinlein et al., 2008).

Mechanismen, die flr einen mutp53-vermittelten GoF-Phanotyp verantwortlich sind, sind
Bestandteil intensiver Forschung. Fir die Auslbung der mutp53-Funktion werden zwei
wesentliche Moglichkeiten diskutiert: zu einem die Interaktion mit DNA und zum anderen tber
Protein-Protein-Wechselwirkungen. Zahlreiche Publikationen wiesen eine transkriptionelle
Aktivitat fir mutiertes p53 nach. Es wurde gezeigt, dass es die Expression verschiedener Gene,
die u.a. in Apoptose oder Proliferation involviert sind, reguliert. Dazu gehort z.B. die
Aktivierung von Nfkb2 (Deb et al., 2002; Weisz et al., 2007), Egrl (Weisz et al., 2004), Zyklin A
und B1, CDk, Cdc25c (Di Agostino et al., 2006). Dariber hinaus ist mutp53 ebenso in der Lage,
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die Expression von pro-apoptotischen Genen zu supprimieren, wie z.B. CD95/Fas/Apol
(Gurova et al., 2003), Tgfr2 (Kalo et al., 2007) und Caspase-3 (Wong et al., 2007) sowie
klassische wtp53-Zielgene wie p21, gadd45 und PTEN (Vikhanskaya et al., 2007).

Ein Mechanismus, der auf die Wechselwirkung von mutp53 mit anderen zelluldren Proteinen
beruht, ist die Interaktion mit den p53-Familienmitgliedern p63 und p73. Beide Proteine
agieren ebenfalls als Transkriptionsfaktoren, die zum Teil den Verlust der p53-Tumor-
suppressorfunktion ausgleichen kénnen (Flores et al., 2005; Deyoung and Ellisen, 2007). Durch
direkte Bindung von mutp53 an einige p63- bzw. p73-Isoformen werden diese in ihrer Funktion
inaktiviert (Marin et al., 2000; Gaiddon et al., 2001; Strano et al., 2002; Muller et al., 2009). So
wurde gezeigt, dass mutantes p53 die Aktivitdat von p63 inhibiert, so dass p63 nicht mehr Rab-
coupling protein (Rcp)-Expression inhibieren konnte, was zu einem verstarkten Recycling von
Itga5 und Egfr fihrt. Dies wiederum aktiviert Rho und PKB/Akt und fuhrt somit zu verstarkten
Zellmigration und Invasion (siehe Abbildung 9, linke Seite). Darliber hinaus kénnen weitere
Proteine in die Komplexe miteinbezogen werden, wie z.B. Smad-Proteine oder NF-Y, die eine
indirekte Interaktion von mutp53 mit p63/p73 gewdhrleisten, was mit einer erhéhten
Invasivitdt und Metastasierung korreliert (Adorno et al., 2009; Liu et al., 2011; Muller et al.,

2011).

n B
-2 [ Smad
Egfrl
Rcp
a5p1 /
U -

PKB/Akt p63
Rffo Ep-Smad

Sharp-1

Zyklin G2

Zellmigration .
. Metastasierung
Invasion

Abbildung 9: Interaktion von mutp53 mit p63

Linke Seite: p63 inhibiert die Rcp-Aktivierung, wodurch Integrine und Egfr nicht recycelt werden. Durch mutp53 ist
p63 inaktiviert, was zur Erhéhung des Rezeptorrecyclings fiihrt. Dadurch werden Rho und PKB/Akt aktiviert, was die
Migration und Invasion fordert. Rechte Seite: Nach TgfB-Induktion erfolgt die Smad-Phosphorylierung. P-Smad
vermittelt die Bindung zwischen mutp53 und p63, was zu erhéhten Expression von Sharp-1 und Zyklin G2 fiihrt. Dies
bewirkt eine vermehrte Metastasierung (modifiziert nach Melino, 2011). Rcp — Rab-coupling protein, PKB —
Proteinkinase B.



Einleitung | 19

Am Beispiel der Smad-Beteiligung wurde nachgewiesen, dass TgfB-Stimulation zur
Phosphorylierung von Smad2 fiihrt, dieses unterstiitzt die Bindung von p63 und mutp53°”*" in
einem ternaren Komplex. Dadurch wird die Suppressorfunktion von p63 gehemmt. Dies geht
mit einer Reduktion der Expression weiterer Metastasierungssuppressoren (Sharp-1 und Zyklin

G2) einher, wodurch das Metastasierungspotential erhéht wird (Adorno et al., 2009).

1.3.4. P53 in Mammakarzinomen

In humanen Mammakarzinomen werden in ca. 23% aller Fadlle Mutationen im p53-Gen
gefunden, die hauptsachlich in der DNA-Bindedomane lokalisiert sind (Abbildung 8). In
verschiedenen Studien wurden Korrelationen von somatischen p53-Mutationen mit schlechter
Prognose nachgewiesen (Pharoah et al., 1999; Olivier et al., 2006). Olivier und Kollegen
untersuchten den Funktionsgewinn (GoF) von mutp53-Expressionen und deren Relevanz als
prognostischer Marker bei knapp 1.800 Brustkrebspatientinnen. Sie konnten zeigen, dass
Mutationen der DNA-Bindedomane generell mit einer schlechteren Prognose korrelieren als
Mutationen, die andere Bereiche des Gens betreffen. Am deutlichsten war der negative Effekt
von mutp53 bei der spezifischen Hotspot-Mutation R248W und Mutationen der Aminosaure
an Position 179 zu sehen. Die Uberlebensrate ist bei Patientinnen mit dieser Mutation
drastisch verringert (Olivier et al., 2006). Zusatzliche Studien konnten eine Korrelation
zwischen mutp53-Expression und hohem Tumor-Malignitdtsgrad, Verlust von Hormon-
rezeptoren und bereits von Tumorzellen befallene Lymphknoten zeigen (Ferrero et al., 2000;
Overgaard et al., 2000; Turner et al., 2000). AuRerdem wurde ein Zusammenhang zwischen
p53-Mutationen und erhdhter genetischer Instabilitdt (Eyfjord et al., 1995; Jong et al., 2004)
sowie gesteigertem Proliferationsverhalten anhand erhéhter Ki-67- oder Zyklin-E-Expression in
den Tumorzellen gefunden (Chappuis et al., 1999; Lindahl et al., 2004). In einer weiteren
Studie wurde eine Korrelation zwischen p53-Mutationen und ERBB2-Amplifikationen im Tumor
mit einem erhéhten Risiko fiir Rezidive bzw. einer geringen Uberlebensdauer festgestellt (Bull
et al., 2004). Die Entwicklung von Mikroarrays zur Analyse der globalen Genexpression fihrte
zu einer molekularen Charakterisierung von Brusttumoren, die zur Prognostik herangezogen
werden kann. In einer der ersten Studien wurden anhand ihrer Genexpression verschiedene
Tumorsubgruppen definiert, deren Genprofile mit dem klinischen Ausgang korrelierten. Dabei
waren p53-Mutationen mit den Profilen assoziiert, die mit einem schlechtem Ausgang
korrelierten (Sgrlie et al., 2001). Darliber hinaus wurde anhand der Genexpressionsanalysen
gezeigt, dass Mutationen im TP53-Gen vornehmlich mit der Subgruppe der basal-dhnlichen
Mammakarzinome  assoziiert sind. Miller und Kollegen entdeckten mittels

Genexpressionsanalyse ein Set von 22 Genen, anhand deren Expression zwischen Tumoren mit
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Wildtyp- und mutiertem p53 unterschieden werden konnte. Sie zeigten auBerdem, dass die
Expression von wtp53 mit einer besseren Uberlebensrate korrelierte (Miller et al., 2005). Die
Identifikation von p53-Mutationen und deren Genepxressionssignatur beinhaltet demnach

eine zusatzliche prognostische Aussagekraft.

1.4. WAP-T Mausmodell zur Analyse des Einflusses von mutiertem p53

Um Tumorgenese, -progression und Metastasierung in ihrer vollen Komplexitat verstehen zu
konnen, sind Versuche in einem in vivo Modell unumganglich. Ein murines Modell (Mus
musculus) bietet den Vorteil, dass sein Genom dem des Menschen dhnelt, es eine hohe
Reproduktionsrate hat und schnell geschlechtsreif wird, so dass der Effekt genetischer
Modifikationen tiber mehrere Generationen beobachtet werden kann. Aufgrund ihres Inzucht-
Charakters kann bei Studien mit Mausen der Effekt der intrinsischen genetischen
Heterogenitdat umgangen werden, was die Erforschung humaner Erkrankungen erleichtert. Der
fuir diese Arbeit verwendete BALB/c-Stamm neigt zur Entwicklung von spontanen
Mammakarzinomen aufgrund einer Mutation im Cdkn2a-Gen (Kuperwasser et al., 2000; Sherr,
2001). Aufgrund zweier sich Uberlagernder Leseraster kodiert das Gen zwei verschiedene
Tumorsuppressoren: p16™* und p19*%" (human: p14"*"). Diese unterscheiden sie sich im

ersten Exon, wihrend das zweite identisch ist. P16

interagiert mit den Zyklin-abhangigen
Kinasen 4 und 6 (CDK4/6), wodurch deren Fahigkeit zur Interaktion mit D-Zyklinen gestort
wird. Das bewirkt, dass das pRB-Protein nicht phosphoryliert und somit ein Gj-Arrest

ARF

eingeleitet wird. P19 inhibiert Mdm2 durch Bindung, wodurch p53 stabilisiert und

transaktiviert wird, was zur p53-abhangigen Apoptose fiihrt (Quelle et al., 1995; Sherr, 2001).

Um den Effekt von p53-Mutanten auf die Tumorprogression und Metastasierung zu
untersuchen, wurden die in der Abteilung Tumorvirologie des Heinrich-Pette-Instituts
etablierten WAP-TxXWAP-mutp53 Mausmodelle verwendet (Schulze-Garg et al., 2000; Krepulat
et al., 2005).

WAP-mutp53-transgene Mause exprimieren eine von zwei der p53-Mutationen, die haufig in
Mammakarzinomen vorkommen: entweder R245W (human 248) oder R270H (human 273). Bei
den Mutationen wurde Arginin (R) durch Tryptophan (W) bzw. Histidin (H) ersetzt. Um
mutantes p53 von wtp53 zu unterscheiden, wurde ein HA-Tag verwendet, der nach dem p53-
Stoppcodon Uber einen flexiblen Linker an die DNA-Sequenz kloniert wurde (Krepulat et al.,
2005). Dadurch kann das mutierte p53 sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene von dem
endogenen wtp53 unterschieden werden. In friiheren Experimenten in der Abteilung konnte

gezeigt werden, dass die Expression von mutanten p53 nicht ausreicht, um Tumorwachstum zu
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initiieren (Krepulat et al., 2005; Heinlein, 2006). Aus diesem Grund wurden durch
Verpaarungen von monotransgenen WAP-mutp53 und WAP-T Mad&usen bitransgene Linien
(WAP-T x WAP-mutp53) generiert, die neben dem mutp53 zuséatzlich die ,friihe” Region des
Simian Virus 40 (SV40) tragen.

Diese Region kodiert flir drei Proteine, die durch alternatives SpleiBen entstehen: groRes
T-Antigen (T-Ag), kleines T-Antigen (st) und 17kT-Protein. Aufgrund ihrer transformierenden
Fahigkeiten, die Uberwiegend auf Protein-Protein-Interaktionen basieren, wurden sie als
Onkogene klassifiziert. Das grofSe T-Antigen komplexiert die zelluldren Proteine p53, pRB p107,
p130, CBP/p300 und RASSF1A (Zerrahn and Deppert, 1993; Stubdal et al., 1996; Ahuja et al.,
2005), was fir wtp53 und pRB eine funktionelle Inaktivierung zur Folge hat und somit eine
Null-Situation generiert (Sheng et al., 2000; Chen and Hahn, 2003; Voorhoeve and Agami,
2003). Dadurch werden Apoptose und Zellzyklus-Arretierung verhindert mit Folge der
erhohten Proliferation. Das kleine T-Ag (st) unterstiitzt die Transformation von Zellen durch
Bindung an die Protein-Phosphatase pp2A und die damit einhergehende Modifizierung der
Aktivitat, wodurch Komponenten der Notch-, Wnt- und Hedgehog-Signalwege aktiviert werden
(Chen and Hahn, 2003; Chen et al., 2004; Skoczylas et al., 2005; Ali-Seyed et al., 2006). 17kT-
Protein interagiert, dem groflen T-Ag dhnlich, mit pRB und p130 und nimmt dadurch Einfluss
auf die Zellzyklus-Regulation (Boyapati et al., 2003). Die genauen Mechanismen sind aber noch
ungeklart.

Im oben erwdahnten Mausmodell befinden sich beide Transgene unter Kontrolle des murinen
whey acidic protein (WAP)-Promotors. Dieser erlaubt die gezielte Induktion einer lokal-
spezifischen Transgenexpression in Epithelzellen im murinen Brustgewebe (Schulze-Garg et al.,
2000; Krepulat et al., 2005). Dadurch ist eine normale Entwicklung der Mause, vergleichbar zu
Wildtyp-BALB/c Mausen, gewdhrleistet. Erst wihrend der spdten Schwangerschaft und der
Laktation wird der Promotor durch laktotrophe Hormone wie Prolaktin und Ostrogen aktiviert
und initiiert die Expression der Transgene ausschlieRlich in Mammaepithelzellen. Fir die T-Ag-
Expression variiert die Anzahl der T-Ag-positiven Zellen zwischen 5-100% (Schulze-Garg et al.,
2000). Nach der Riickbildung des Mammagewebes nach Abschluss der Laktation (Involution)
verbleibt eine kleine Population epithelialer Zellen im Mammagewebe, die das T-Ag Hormon-
unabhangig weiter exprimiert. Durch Inaktivierung von p53 und pRB mittels T-Ag und
Akkumulation von weiteren genetischen Veranderungen entwickeln sich aus diesen Zellen
Dysplasien, Hyperplasien und intraepitheliale Neoplasien (z.B. duktales in situ Karzinom), die
aufgrund ahnlicher Morphologie mit humanen Lasionen vergleichbar sind (Schulze-Garg et al.,,

2000). Zusatzliche Mutationen flihren in einigen wenigen dieser Lasionen innerhalb von 6-10
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Monaten zu invasiven, aber nur gering metastasierenden Mammakarzinomen (Jannasch et al.,

2009).

Mutationen und gentische
Veranderungen

'

> Labetiophe Hounons f."hre" >> 6-10 Monate, individuell fiir jede Mauslinie >
zur Transgnexpressmn

Abbildung 10: Schema der Tumorinitiation in dem WAP-T Mausmodell
Laktotrophe Hormone fiihren zur Expression des grofRen T-Ag, dieses komplexiert wtp53 und pRB, so dass eine Null-

Situation entsteht. Es kommt zu Mutationen und genetischen Verdnderungen in den Zellen, die zur Entstehung von
Mammakarzinomen fiihren.

Fir die Studien eines mutp53-vermittelten Funktionszugewinns wahrend der Mamma-
karzinogenese wurde das induzierbare WAP-T-NP8 Mausmodell verwendet, das durch SV40
T-Ag-Expression die Entstehung von Mammakarzinomen induziert. Gleichzeitig flhrt die T-Ag-
Expression zur funktionellen Inaktivierung von wtp53 durch Komplexbildung, wodurch eine
Null-Situation fir p53 generiert wird (Schulze-Garg et al., 2000). Durch zusatzliche Expression
von mutiertem p53 (mutp53**"Y, mutp53*’®") im bitransgenen WAP-T-NP8XWAP-mutp53
Modell kann somit der onkogene Funktionszugewinn zweier p53-Mutanten auf die Malignitat
der Tumore spezifisch untersucht werden. Da beide Transgene unter Kontrolle des WAP-
Promotors stehen, kann die Transgenexpression gezielt induziert werden und beschrankt sich
auf adulte Epithelzellen der murinen Brustdriisen. Dadurch ist eine normale Entwicklung des
Brustgewebes ohne Einfluss der Transgene gewadhrleistet und simuliert damit eher die

Situation im Menschen.
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2. Problemstellung

Mammakarzinome stellen die haufigsten Krebserkrankungen in der weiblichen Bevolkerung
dar. Im Jahr 2010 wurden weltweit 1,6 Mio. Neuerkrankungen diagnostiziert, die Letalitat
betragt 14% innerhalb der ersten flinf Jahre. Da die Brust kein lebenswichtiges Organ ist, wird
die Sterberate hauptsachlich durch Folgeerkrankungen wie z.B. Metastasierung verursacht.
Anhand dieser Zahlen wird deutlich, dass das Verstehen der molekularen Grundlagen der
Tumorentwicklung und der damit einhergehenden Metastasierung essentiell ist, um
verbesserte Diagnostik- und Therapiemoglichkeiten zu entwickeln.

In knapp 25% aller Mammakarzinomfalle weist das Tumorsuppressorgen TP53 eine Mutation
auf. Bestimmte Mutationen korrelieren dabei mit einer schlechteren Prognose (Olivier et al.,
2006). Hierbei werden Zusammenhadnge einerseits mit Verlusten der tumorsuppressiven
Funktionen aber anderseits hauptsachlich mit einem onkogenen Funktionszugewinn (Gain of
function) von mutiertem p53 (mutp53) vermutet.

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von zwei hadufig bei Brustkrebs auftretenden p53-Hotspot-
Mutationen (R248W und R273H) auf die Progression, Malignitdt und Metastasierung der
Tumore in dem gut charakterisierten WAP-T-Mausmodell zu bestimmen. Dabei sollten
molekularbiologische Untersuchungen mogliche Mechanismen, die fiir einen GoF von mutp53
verantwortlich sein koénnten, aufklaren. Fiir die Beantwortung dieser Fragestellung sollte
zunachst ein phanotypischer Vergleich der monotransgenen WAP-T-NP8 Linie mit den
bitransgenen  WAP-T-NP8XWAP-mutp53***" und WAP-T-NP8XWAP-mutp53**’*"  Linien
hinsichtlich des Uberlebens, der Tumorklassifikation, der Vaskularisierung und der
Metastasierung durchgefiihrt werden. Mogliche Mechanismen sollten durch Mikroarray-
basierte Genexpressionsanalysen ermittelt werden und es so erlauben, eine mutp53-
vermittelte Gensignatur zu finden.

Anhand dieser Signatur sollte in weiteren Untersuchungen die Rolle einzelner Zielgene
aufgeklart werden. Hierfiir sollten in dieser Arbeit tumorigene Zelllinien aus WAP-T Tumoren
generiert werden, die (i) die phanotypische Heterogenitdt der Primartumore in vitro und in
vivo widerspiegeln und (ii) durch genetische Manipulation bestimmte Aspekte eines mutp53-
GoF simulieren kénnen. Durch Transduktion dieser Zelllinien mit ausgewahlten Zielgenen aus
der Genexpressionsanalyse sollte Einfluss auf Mechanismen der Metastasierungsprozesse
genommen werden und somit eine Modulation der Disseminierungs- und Metastasierungs-
eigenschaften der Zellen in vivo erreicht werden. Anhand dieser Untersuchungen sollte gezeigt
werden, ob mutp53 einen GoF in der Metastasierung ausiibt, und ob die Modulation von
mutp53-abhangigen Genen den Prozess beeinflusst. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen einen
Beitrag fiir ein besseres Verstandnis der Funktion von mutp53 im Metastasierungsprozess und

fiir die Entwicklung neuer Therapeutika leisten.
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3.1. Mausstamme und Zelllinien

3.1.1. Mausstamme

WAP-T-NP8 Mé&use wurden in einem BALB/c Hintergrund generiert (Schulze-Garg, Lohler et al.

2000). Diese transgene Mauslinie tragt die friihe Gen-Region des SV40-Virus, welche mit einem

33 bp groRen Epitop aus dem Nukleokapsid-Protein des Lymphozytaren Choriomeningitis Virus

(LCMV NP-Epitop) C-terminal fusioniert ist. Die WAP-T-NP8 Mause weisen eine intermediare

T-Ag-Expression auf: ca. 50% bis 60% der laktierenden Zellen sind T-Ag positiv. Die T-Ag-

Expression wird fir die Induktion von Mammakarzinomen im murinen Brustgewebe genutzt.

Fiir die Generierung von bitransgenen Mausen wurde die WAP-T-NP8 Linie mit verschiedenen

monotransgenen WAP-mutp53%**" oder WAP-mutp53**’" Linien (beschrieben in Krepulat et

al., 2005) gekreuzt. Die bitransgenen Mauslinien unterscheiden sich nur anhand der mutp53-

Expressionsstarke wahrend der Laktation. Beide Transgene befinden sich unter der Kontrolle

des murinen WAP-Promotors.

Tabelle 1: Mauslinien und deren spezifische mutp53-Expression

Mauslinien mut'p53- Abkiirzung
Expressionslevel
WAP-T-NP8 @ NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53**" -w10 hoch W10-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53*+" -w1 mittel W1-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53™*" -w4 gering W4-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53**’™"-H8 hoch H8-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53***"-H22 sehr gering H22-NP8

3.1.2. Eukaryotische Zellen

G-2

H8N8

H22N8

293T

murine  Mammakarzinom-Zelllinie aus einen undifferenzierten
bitransgenen Tumor (WAP-T x WAP-mutp53**’™") (Wegwitz et al., 2010)
murine  Mammakarzinom-Zelllinie aus einen undifferenzierten
bitransgenen Tumor (WAP-T-NP8 x WAP-mutp53°2’%)

murine  Mammakarzinom-Zelllinie aus einen undifferenzierten
bitransgenen Tumor (WAP-T-NP8 x WAP-mutp53°2’%)

humane embryonale Nierenzellen, konstitutive Expression von SV40

grolRes T-Ag



3.1.3. Prokaryotische Zellen

E. coli XL10-Gold

Ultrakompetenter
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Bakterienstamm (Stratagene), geeignet fir

Transformation von groBRen DNA-Fragmenten

Genotyp: Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44

thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB lacl gZAM15 Tn10 (Tet")

Amy Cam']

3.2. Plasmide

Plasmide Resistenz Erlduterung

LeGo-iG2 Ampicillin Lentiviraler Vektor der 3. Generation, Selektion
Uber GFP, zur Verfiigung gestellt von C. Stocking
(Heinrich-Pette-Institut, Abt. Molekulare
Pathologie) (Weber et al., 2008)

pClneo-cTrp53 Ampicillin Expressionsvektor fiir Sdugerzellen mit G418-

pClneo-Trp53 Minigen + HA  Ampicillin

pCR-Bluntll-TOPO-Zeb1

pCMV-Sport6-Mmp3

pMDLg/pRRE

RSV-Rev

phCMV-VSV-G

Kanamycin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Resistenz als Selektionsmarker, enthalt die
cDNA des murinen wtp53, kloniert von Andrea
Hermannstadter

Expressionsvektor fiir Sdugerzellen mit G418-
Resistenz als Selektionsmarker, enthalt das
Minigen (-Exon 1) des murinen wtp53, mit HA-
Tag, kloniert von Frauke Krepulat

Bakterieller Vektor, enthalt verifizierte cDNA
von Zeb1, erhaltlich bei Open Biosystems
(Clone-ID 40111227)

Expressionsvektor, enthélt verifizierte cDNA
von Mmp3, erhéltlich bei Open Biosystems
(Clone ID 3962288)

Gag/Pol-Plasmid (3. Generation),

zur Verfligung gestellt von C. Stocking (HPI)
Rev-Plasmid (3. Generation),

zur Verfligung gestellt von C. Stocking (HPI)
VSV-g Plasmid (3. Generation),

zur Verfligung gestellt von C. Stocking (HPI)




3.3.

DNA-Standards

Protein-Standards

GroRenstandards

Gene Ruler 100bp DNA Ladder, #SM0311;
Gene Ruler 1kb DNA Ladder, #SM0241; MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Precision Plus Protein Dual Color Standards; Bio-Rad,

Mlnchen

3.4. Antikorper

3.4.1. Primarantikorper
Antikorper Verdinnung Klon Spezies Hersteller
CD31 (PECAM1)  1:100 (IF) monoklonal Ratte BioLegend/Biozol,
Eching
. Produziert von C.
CEACAM1 (P1) 1:500 (WB/ELISA) polyklonal  Kaninchen Wagener, A. Horst
CEACAM1a 1:100 (ELISA) monoklonal Maus BioLegend/Biozol,
Eching
Zytokeratin 14 1:100 (IF) polyklonal  Kaninchen Covance, Miinchen
Zytokeratin 8/18  1:200 (IF) polyklonal Meerschweinchen Acris, Herford
Epcam 1:100 (IF) Klon G8.8  Ratte B|ol'_egend/B|ozoI,
Eching
1:100 (IF) Roche, Basel,
HA-Tag 1:500 (WB) monoklonal Ratte Schweiz
Santa Cruz
HA-Tag (Y-11) 1:100 (IP) polyklonal  Ziege Biotechnology,
Santa Cruz, USA
Santa Cruz
Hsc70 1:500 (WB) polyklonal  Ziege Biotechnology,
Santa Cruz, USA
_ . GenTex/Biozol,
Kollagen | 1:50 (IHC) polyklonal  Kaninchen Eching
) . Millipore,
Kollagen IV 1: 200 (IHC) polyklonal  Kaninchen schwalbach
Santa Cruz
p63 (4A4) 1:500 (WB) monoklonal Maus Biotechnology,
Santa Cruz, USA
1:500 (IF) . (Deppert and
R15 (a-SDS-T) 1:20.000 (IHC) polyklonal  Kaninchen Pates, 1979)
Vimentin 1:5000 (IF) polyklonal ~ Huhn Acris, Herford
Santa Cruz
Vimentin (C20) 1:100 (IF) polyklonal  Ziege Biotechnology,

Santa Cruz, USA
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3.4.2. Konjugierte Primarantikorper
Antikorper Verdlinnung Klon Konjugat Spezies Hersteller
1:100 Allophycocyanin BioLegend/
Epcam auf 10° Zellen monoklonal (APC) Ratte Biozol, Eching
3.4.3. Sekundarantikorper — Fluoreszenz-gekoppelt
Spezies Reaktivitat Verdlinnung Konjugat Hersteller
Invitrogen,
Esel IgG (H+L) anti-Kaninchen 1:500 Alexa 488 Karlsruhe
Invitrogen,
Esel IgG (H+L) anti-Kaninchen 1:500 Alexa 555 Karlsruhe
Invitrogen,
Esel IgG (H+L) anti-Ziege 1:500 Alexa 555 Karlsruhe
Dianova,
Esel IgG (H+L) anti-Ratte 1:500 DyLight 488 Hamburg
Dianova,
Esel IgG (H+L) anti-Ratte 1:500 DyLight 549 Hamburg
Dianova,
Esel IgG (H+L) anti-Huhn 1:500 DyLight 488 Hamburg
Dianova,
Esel IgG (H+L) anti-Huhn 1:500 DyLight 549 Hamburg
Dianova,
Esel IgG (H+L) anti-Meerschweinchen 1:500 DyLight 488 Hamburg
Dianova,
Esel IgG (H+L) anti-Meerschweinchen 1:500 DyLight 549 Hamburg
3.4.4. Sekundarantikorper — Enzym-gekoppelt
Spezies Reaktivitat Verdlnnung Konjugat Hersteller
. Meerrettich- .
Esel 1gG (H+L) (WB) anti-Maus 1:10.000 . Biomol, Hamburg
Peroxidase
. Meerrettich- .
Esel IgG (H+L) (WB) anti-Ziege 1:5.000 . Biomol, Hamburg
Peroxidase
. ) Meerrettich- .
Esel IgG (H+L) (WB) anti-Kaninchen 1:10.000 ] Biomol, Hamburg
Peroxidase
Jackson
Esel IgG (H+L) (IHC) anti-Kaninchen 1:200 Biotin-SP ImmunoResearch,
Newmarket, UK
Ziege IgG (Histofine . ) . Alkalische Nichirei, Amsterdam,
anti-Kaninchen unverdiinnt

Simple Stain) (IHC)

Phosphatase

NL




3.5. Enzyme

Antarktische Phosphatase
Aprotinin (Trasylol®)

DNase |

FastDigest® Restriktionsendonukleasen
Hyaluronidase

Kollagenase Il (Worthington)
Leupeptin

Pefabloc®SC

Pepstatin A

Proteinase K

RNase A

T4-DNA-Ligase

Taq DNA-Polymerase
Trypsin (1:250)

3.6. Oligonukleotide

3.6.1. Sequenzierprimer
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New England Biolabs, Ipswich, USA
Bayer, Leverkusen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Steinheim
CellSystems, Katharinen
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
5-Prime, Hamburg

Biochrom, Berlin

Bezeichnung Orientierung

Sequenz (5' - 3')

T3-pClneo Sense
T7-EEV-pClneo Antisense
p07 Sense
cs413 antisense

ATTAACCCTCACTAAAGGGA
AAGGCTAGAGTACTTAATACGA
GAGCTCACAACCCCTCACTC
GGCCTTATTCCAAGCGGCTT

3.6.2. Oligonukleotide fiir Standard-PCR

Bezeichnung Spezies Orientierung  Sequenz (5'- 3')

Aktin-H Maus sense CGAGCAGGAGATGGCCACTGC
Aktin-N Maus antisense GTGAGCTCTCTGGGTGCTGGG
mutp53_HA-1a Maus sense GACCGCCGTACAGAAGAAGAA
mutp53_HA-Q2 Maus antisense TCAGATCTTCAGGCGTAGTCG
Notch4-Ex27-28_Q1 Maus sense CTGCACCTAGCTGCCAGATTC
Notch4-Ex27-28 Q2 Maus antisense CTGTCTGCTGGCCAATAGGAG




3.6.3. Oligonukleotide fiir gPCR
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Bezeichnung Spezies Orientierung Sequenz (5'-3")

Mm18sRNA-Q1 Maus sense CGGACAGGATTGACAGATTG
Mm18sRNA-Q2 Maus antisense CAAATCGCTCCACCAACTAA
mActb_Q1 Maus sense GAAATCGTGCGTGACATCAAAG
mActb_Q2 Maus antisense TGTAGTTTCATGGATGCCACAG
mCC1_Ex5-Q1a Maus sense GAATCCAGTCAGCGTCAGGAG
mCC1_Ex6-Q2a Maus antisense CCGCCAGACTTCCTGGAATAG
Ceacam1-3UTR_QA1 Maus sense ATGACGTCGCATACACTGTCC
Ceacam1-3UTR_QAZ2 Maus antisense TGTTTCTGTGGCTCTTGGAGA
Epcam-Q1 Maus sense GAGTCCGAAGAACCGACAAGG
Epcam-Q2 Maus antisense CTGATGGTCGTAGGGGCTTTC
Etv1-Ex12-13_Q1 Maus sense CCGGCGATGAACTATGACAA
Etv1-Ex12-13_Q2 Maus antisense GTGACGTTCCATGTCCGTCTT
Etv1-3UTR_QB1 Maus sense CTCGACTGTGCTGCATGTGT
Etv1-3UTR_QB2 Maus antisense GTCATGGTGGCTGTCCTGAT
Fgfr1-Ex18-19_Q1 Maus sense GAAGACCTGGACCGCATTGT
Fgfr1-Ex18-19_Q2 Maus antisense GCTCCTCAGGTAACGGCTCAT
Fofr1-3UTR_QA1 Maus sense CAGAGCGGAAGCAAGTGGA
Fgfr1-3UTR_QA2 Maus antisense GCAGAGGTTGCCTTCGGTTA
GAPDH-1 Maus sense ACCACAGTCCATGCCATCAC
GAPDH-2 Maus antisense TCCACCACCCTGTTGCTGTA
mHPRT1-Q1 Maus sense GTTAAGCAGTACAGCCCCAAA
mHPRT1-Q2 Maus antisense AGGGCATATCCAACAACAAACTT
gRT-Hspa8-3 Maus sense CCGATGAAGCTGTTGCCTAT
qRT-Hspa8-4 Maus antisense GTGACATCCAAGAGCAGCAA
Itga5-Ex24-25_Q1 Maus sense CCACCATGTCTACGAGCTCATC
ltga5-Ex24-25_Q2 Maus antisense GGTGTAGTTGGAGGTGCAGTTG
ltga5-3UTR_QA1 Maus sense GCAGCTAAGAGCCTGAGACTTG
ltga5-3UTR_QAZ2 Maus antisense GCACCATCCACGGTTAGTGT
Krt14-Q1 Maus sense CAGAGCGGCAAGAGTGAGAT
Krt14-Q2 Maus antisense TGCCGATCATCTCCTGGATCT
Krt18-Q1 Maus sense AGTCTGTGGAGAGCGACATC
Krt18-Q2 Maus antisense TCAATCCAGAGCTGGCAATC
Mmp3-Q1 Maus sense TGTCCCGTTTCCATCTCTCTC
Mmp3-Q2 Maus antisense TGGTGATGTCTCAGGTTCCAG
Mmp3_Ex8/9_Q1 Maus sense AAGATCGATGCTGCCATTTCT
Mmp3_Ex8/9_Q2 Maus antisense AGACAGCATCCACCCTTGAGT
mutp53_HA-Q1a Maus sense CCAGCTACCTGAAGACCAAGA
mutp53_HA-Q2 Maus antisense TCAGATCTTCAGGCGTAGTCG
Notch4-Ex27-28 Q1 Maus sense CTGCACCTAGCTGCCAGATTC
Notch4-Ex27-28_Q2 Maus antisense CTGTCTGCTGGCCAATAGGAG
Notch4-3UTR_Q1 Maus sense AAGCGACACGTACGAGTCTG
Notch4-3UTR_Q2 Maus antisense GTCTATCTCAACCGGACATCCT
pri-miR-200a_Q1 Maus sense ACCTGTGTCTTCCTGCCAGAG
pri-miR-200a_Q2 Maus antisense AACTGGAGTCCAGGAGGACAA



pri-miR-200c_Q1
pri-miR-200c_Q2
Pdgfb-Ex4-5_Q1
Pdgfb-Ex4-5_Q2
Pdgfb-3UTR_QA1
Pdgfb-3UTR_QA2
Pdgfra-Ex23-24_Q1
Pdgfra-Ex23-24 Q2
Pdgfra-3UTR_QA1
Pdgfra-3UTR_QA2
Pdgfrb-Ex22-23_Q1
Pdgfrb-Ex22-23 Q2
Pdgfrb-3UTR_QA1
Pdgfrb-3UTR_QA2
Rplp1-Q1

Rplp1-Q2

Snai1-Q1

Snai1-Q2
Snai1-3UTR_QB1
Snai1-3UTR_QB2
SV40LTag-Q1
SV40LTag-Q2
Tgfb1-Ex4-5_Q1
Tgfb1-Ex4-5_Q2
Tgfb1i1-Ex6-7_Q1
Tgfb1i1-Ex6-7_Q2
Tgfb1i1-3UTR_QA1
Tgfb1i1-3UTR_QA2
Thy1-Q1

Thy1-Q2
Thy1-3UTR_QA1
Thy1-3UTR_QA2
Trp63 Ex4-5_Q1
Trp63 Ex4-5 Q2
Vim-Q1

Vim-Q2
Wap-Q3for
Wap-Q3rev
Wisp1-Q1
Wisp1-Q2
Wisp1-3UTR_QBH1
Wisp1-3UTR_QB2
Zeb1-Ex3 for
Zebl-Ex4 rev
Zeb1-3UTR_QC1
Zeb1-3UTR_QC2

Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus

sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
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AGGAGATCTGCCGCTTCTCTT
AATGGACGCCGATGACACT
GCTGCAATAACCGCAATGTG
CACTGTGGCCTTCTTGAAGATG
ATCTGCCACGCACTCATCTCT
ACACGCACACTGCACCTCTAA
CGCTGACAGTGGCTACATCAT
AACCTGTCTCGATGGCACTCT
GAGTGCCATCGAGACAGGTTC
CCGGAGCGTGTCAGTTACAG
AAGCCTGACGTTGCTGATGA
TCTGCTTGCTGTGGCTCTTC
CCAGCAAGAGTGGCAGAGAA
GCTGGCAGTTGAGGTGGTAAT
CTCGCTTGCATCTACTCCGC
AGAAAGGTTCGACGCTGACAC
CTGGTGAGAAGCCATTCTCCT
CCTGGCACTGGTATCTCTTCA
GCTGCTTCGAGCCATAGAAC
CTCAAAGAAGGTGGCCTGAA
TCCTGGCTGTCTTCATCATC
TACAGACCTGTGGCTGAGTT
TTCAGCGCTCACTGCTCTTG
CCGGTTCATGTCATGGATGG
CCTCTGTGGCTCCTGCAATA
AGCGCTCAAAGTAGCACTCG
AGGCATCCTTGCTCCTTCTC
ATCCTGGCCTCTACTTGGTCA
CAAGGTCCTTACCCTAGCCAA
CCAGCTTGTCTCTATACACACTG
ACCCAGCTTACCAAGGGAGA
TGCCCCTGAGATTAGGAGGT
AAGTCAGCCACCTGGACGTAT
CTCGGTGACATGCTCAGCTT
CGGCTGCGAGAGAAATTGC
CCACTTTCCGTTCAAGGTCAAG
CCAGAATGCCATGTGCTGTC
CGGTCGCTGGAGCATTCTAT
ACAGAGGCTGCCATCTGTGAC
CTCGCCATTGGTGTAGCGTA
GGTCCAGGACTTCACAATTGAG
CTGAGCCTGAGCAGCACTCT
CACCAGAAGCCAGCAGTCAT
CGTTCTTCTCATGGCGGTACT
ACTGGGGCATCTCACACTTTT
CAATAGCGTATCCATGCCTGA




3.7. Kits

BCA Protein Assay Reagenzien

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
innuPREP RNA Mini Kit

NucleoBond Extract Il Kit

NucleoBond PC500 Kit

RNase-Free DNase Set

RNeasy® Micro Kit

Power SYBR® Green PCR Master Mix

RNA 6000 Nano Chip Kit
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Thermo Scientific, Waltham, USA
Applied Biosystems, Darmstadt
Jena Analytik, Jena
Macherey&Nagel, Diiren
Macherey&Nagel, Diiren
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Applied Biosystem, Darmstadt
Agilent, Waldbronn

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate Thermo Scientific, Waltham, USA

3.8. Allgemeine Puffer und Losungen

4% Formalin/0,1 M Phosphatpuffer
10% (v/v) Formaldehydlosung (37%)
10% (v/v) 1 M Phosphatpuffer (pH 7,3)
in ddH,0

TAE 50x

2 M Tris-HCl pH 8,0
1 M Essigsaure

50 mM EDTA

Lysispuffer
100 mM Tris-HCI (pH 8,5)

5mM EDTA
0,2% SDS (w/v)
200 mM NaCl

Lens cleaning fluid (Objektivputzl&sung)
50% (v/v) 2-Propanol

50% (v/v) ddH,0

0,04% (v/v) Tween 20

Phosphatpuffer (0,2 M, fiir 1| Puffer)
28,42 g Na,HPO, x 2H,0

7,76 g Na,HPO, x 2H,0

in ddH,0, pH 7,3

Ladepuffer (10x DNA-Ladepuffer)
0,1% Xylencyanol (v/v)

50% Glycerol (w/v)

0,1 MEDTA

0,1% SDS

in 10x TAE

10x PBS

137 M NadCl,

27 mM KCl,

100 mM Na,HPO,,
18 mMKH,PQ,,
pH 7,4 (HCI)
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3.9. Chemikalien und Reagenzien

Alle handelsiblichen Chemikalien wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen
(Darmstadt), Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim) und Sigma-Aldrich

(Steinheim) bezogen. Des Weiteren wurden folgende Chemikalien verwendet:

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim
2-Propanol Merck, Darmstadt

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid-Lésung National Diagnostics, Atlanta, USA
Agarose SeaKem® LE (DNA-Gele) Lonza, KolIn

Ampicillin USB, Cleveland, USA

APS Merck, Darmstadt

Bacto-Agar Difco, Detroit, USA

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

Baytril

Bepanthen Augensalbe
Betaisodona-Losung
Betaisodona-Salbe
Bromphenolblau

BSA, Fraktion V
Carprofen
Chlorophorm

Citrat Plus Puffer

DAPI

DEPC

DMEM-Medium

DMSO

dNTP-Mix (jeweils 100 mM)
DRAQS™

EDTA

Eosin Y Losung
Ethidiumbromid

FCS

Formaldehyd, mind. 37 %
Glycerol

Glycin

Isopropanol

Kanamycin

Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Bayer, Leverkusen
Bayer, Leverkusen
Munidpharma, Limburg
Munidpharma, Limburg
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Pfizer, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

DCS, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco/Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Biostatus, Shepshed, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA Laboratories, Pasching, A
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg



Ketamin

Leupeptin
Magermilchpulver
Matrigel

Mayers Hamalaunlosung
Mowiol 4-88
Novaminsulfon
Paraformaldehyd
Pefablock SC

PEI (Polyethylimin)
Penicillin/Streptomycin
Pepstatin A

peqGOLD Trifast™

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)

Quantum-Medium
Salzsdure 37% (HCl)
SDS

Shandon Cryomatrix™
TEMED

Trasylol

Triton X-100

Trizma Base (Tris Base)
Trypanblau

Tween 20
Wasserstoffperoxid 30 % (H,0,)
Xylazin

3.10. Verbrauchsmaterial

Bakterienkulturschalen

Deckglaschen @12mm

Dynabeads Protein A

F96 Maxisorb Mikrotiterplatten
FACS-Rohrchen (4 ml)

Fettstift

Filterpapier Whatman 3 mm
Handschuhe Safeskin (Nitril und Latex)
Histologiekassetten (TurbOflow™)
Kryoréhrchen

Fast Prep Rohrchen (Lysing Matrix D)
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Albrecht, Bern, CH

Biomol, Hamburg

Neuform, Liineburg

BD Biosciences, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Calbiochem, Schwalbach

Pfizer, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg
jetPRIME/Peqlab, Erlangen
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim
Peqlab, Erlangen

Biomol, Hamburg

Invitrogen, Frankfurt

Serva, Heidelberg

Thermo Scientific, Langenselbold
Thermo Scientific, Langenselbold
Sigma-Aldrich, Steinheim

Bayer HealthCare, Montville, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Bayer, Leverkusen

Nunc, Wiesbaden

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
Invitrogen, Darmstadt

Nunc, Wiesbaden

BD Biosciences, Heidelberg
Immunotech, Marseille, FR
Schleicher und Schiill, Dassel
Kimberly Clark, Zaventum, Belgien
Microm, Walldorf

Nunc, Wiesbaden

MP Biomedicals, Santa Ana, USA



Membranfilter (0,2 um und 0,45 pm)
MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Platte
MicroAmp Optical Adhesive Film
Nahzeug

Nitrozellulosemembran Hybond-C Super
Nylonsieb Thomapor (80 um Marschen)
SuperForst/Plus Objekttrager 76 x 26 mm
Parafilm “M”

Phase Lock GefaR

Pipettenspitzen

PCR-Reaktionsgefalle (0,2 ml)
ReaktionsgefdlRe (1,5 ml, 2 ml)
ReaktionsgefdlRe (15 ml, 50 ml)

Rontgenfilme RP New, blau
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Sartorius, Gottingen

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Ethicon, Dilmen

GE Healthcare Europe, Freiburg
Reichelt Chemietechnik, Heidelberg
Menzel-Glaser, Braunschweig
American National Can, Greenwich, USA
5-Prime, Hamburg

VWR, Hannover

Biozym, Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg

CEA, Hamburg

Zellkulturschalen

3.11. Gerate

Agarosegelapparaturen

Agarosegeldokumentation

Analysenwaagen
Brutschrank (Bakterien)
Chirurgisches Besteck
Cryostat

Digitalkamera

ELISA Reader
FACS-Gerate
Filmentwickler
Filmkassette

Fluoreszenzmikroskope

Gewebehomogenisator
Heizblock
Inkubationsschittler
Inkubator (Zellen)
Konfokalmikroskop
Laborwasseranlage

Magnetriihrer

Nunc, Wiesbaden

Horizon 58; 11-14; 20-25; Gibco/BRL, Invitrogen, Darmstadt
BioDoc Analyze UV-Transilluminator; Biometra, Gottingen
Bioanalyzer 2100; Agilent, Waldbronn

PM 460; PB 3001; XP 205DR; Mettler-Toledo, GieRen
T5042 E; Heraeus, Hanau

Dumont; Roth, Karlsruhe

Leica CM3050; Leica, Wetzlar

PowerShot G3; Canon, Krefeld

Tecan Sunrise Multiplate Reader; Mannedorf, CH

BD FACS-Aria, BD FACS-Canto; BD Biosciences, Heidelberg
Classic E.O.S.; AGFA, Koln

X-OMAT; Kodak, USA

DMI 6000B mit DFC350 FX Kamera; Leica, Wetzlar
Axiovert 200 mit LSM 510 META Konfokalscanner; Zeiss, Jena
Fast Prep FP120; Qbiogene, Heidelberg, DE

Techne Dri-Block DB 2; Bibby Scientific, Burlington, USA
Multitron 2; Infors AG, Bottmingen-Basel, CH

HeraCell 150; Heraeus, Hanau

LSM 510 META; Zeiss, Oberkochen

Milli-Q Reagent Water System; Millipore, Billerica, USA
MR3001; Heidolph, Schwabach



PCR-Maschine

Phasenkontrastmikroskope

pH-Meter

Photometer

Pipettierhilfe

Proteingel-
Elektrophoreseapparatur
Proteingel-GieRapparatur

Real-Time PCR System

Rollenschittler

Schittelheizblock
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PTC-200 Peltier Thermal Cycler; MJ Research, Massachussets,
USA
IMT-2 (ULWCD 0,30); Olympus, Hamburg

Axiovert 25; Zeiss, Jena

SevenEasy; Mettler-Toledo, GieRen

DU 800; Beckmann Coulter, Krefeld

NanoDrop ND1000; Thermo Scientific, Wilmington, USA
Pipetboy acu; Integra Biosciences, Fernwald

Mighty Small Il; Hoefer, San Francisco, USA

Mighty Small Multiple Gel Caster SE 200 Series; Hoefer, San
Francisco, USA

7500 Fast Real-Time PCR System; Applied Biosystems,
Darmstadt

RollerMixer SRT1; Stuart Scientific, Watford, UK

Thermomixer comfort; Eppendorf, Hamburg

Schuttelinkubator (Bakterien) Multitron; Infors HAT, Basel, CH

Schwenktisch

Spannungsquellen
Sterilwerkbank
Tankblotapparatur
Tierohrknipser
Vortexmixer
Wasserbad

Zentrifugen

3.12. Software

dChip v1.0.0.1

GraphPadPrism 4
Imagel v1.43
Imaris v5.0.1
Sci Ed Central 95

Mini Rocker MR1; Peqglab, Erlangen

Polymax 2040; Heidolph, Schwabach

PowerPAC 300, PowerPAC 3000; Biorad, Miinchen
Hera safe; Heraeus, Hanau

Mini Trans-Blot Cell; Biorad, Minchen

Fisher Scientific; Schwerte

Reax 2000; Heidolph, Schwabach

Technicon Instruments; Tarrytown NY, USA
Biofuge pico; Heraeus, Hanau

Zentrifuge 5415C; Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5415D; Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5810R; Eppendorf, Hamburg

GS-6R; Beckmann Coulter, Krefeld

Rotana 96R; Hettich, Tuttlingen

Sorvall RC 5C Plus; Thermo Scientific, Waltham, USA

Cheng Li Lab of Computational Genomics (Dana-Faber Cancer
Institut/ Havard School of Public Health); Open Source Software
GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

National Instituts of Health; Open Source Software
Bitplane Scientific Software, Ziirich, CH
Scientific & Educational Software, Cary, USA
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4. Methoden

4.1. Arbeiten mit prokaryotischen Zellen

4.1.1. Herstellung chemisch kompetenter E. coli XL1-Gold® (Stratagene)

Bakterien nach der Mehrionen-Technik

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden 50 ml LB-Medium mit 1 ml einer
E. coli XL10-Gold®-Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C kultiviert bis zu einer optischen
Dichte zwischen 0,4 und 0,6 bei einer Wellenlange von 595 nm. Die Bakterien wurden in einem
50 ml Réhrchen Uberfihrt, 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend durch Zentrifugation
(10 min, 4000 rpm, 4°C) pelletiert. Das Pellet wurde in 12 ml eiskaltem TfB-l Puffer
aufgenommen und erneut fir 30min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde das Bakterienpellet in 4 ml eiskaltem TfB-Il Puffer resuspendiert
und fir 25 min auf Eis inkubiert. AbschlieRend wurden die Bakterien aliquotiert (2 100 pl), in

Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

LB-Medium: 10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, pH 7,5

TB-I: 100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 30 mM KaAc (pH 7,2), 15% Glycerol
(v/v), pH 5,8 mit 0.2 M Essigsdure

TfB-II: 10 mM MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid), 10 mM RbCl, 75 mM
CaCl,, 15% Glycerol (v/v), pH 7,0 mit NaOH

4.1.2. Klonierung

4.1.2.1. Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau dient dem Linearisieren eines Plasmids bzw. dem Ausschneiden
und/oder Einfliigen bestimmter DNA-Fragmente. Restriktionsenzyme erkennen spezifische
DNA-Sequenzen und schneiden dann in dieser Sequenz oder in einem definierten Abstand. Fir
den Restriktionsverdau wurden FastDigest® Enzyme der Firma Fermentas verwendet. Ein

Restriktionsansatz wurde wie in Tabelle 2 pipettiert, der Verdau erfolgte fiir 30 min bei 37°C.
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Tabelle 2: Pipettierschema eines Restriktionsverdaus

Komponenten Volumen
10x FastDigest® Puffer 2 ul
Plasmid-DNA 1-2 ug
Enzym | 1ul
Enzym Il (bei Doppelverdau) 1l
H,0 ad 20 ul

4.1.2.2. Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Ein Plasmidverdau mit einem einzelnen Restriktionsenzym flhrt zu einem linearisierten
Plasmid, dessen kompatiblen Schnittstellen dazu neigen, selbst zu ligieren. Um dies zu
verhindern, wurden Plasmide dephosphoryliert. Dabei entfernt die Antarktische Phosphatase
(NEB) die 5-Phosphatgruppe am DNA-Ende, die fir die Ligation benétigt wird. Nach einem
Restriktionsverdau wurde 1/10 Volumen des 10x Phosphatase-Reaktionspuffers und 1 ul der
Antarktischen Phosphatase zu dem Ansatz gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 15 min bei
37°C, wenn es sich um 5‘-Uberhidnge oder glatte Enden handelte; bei 3*-Uberhingen wurde fiir

60 min inkubiert. Das Enzym wurde bei 65°C fiir 5 min durch Hitze inaktiviert.

4.1.2.3. Ligation

Die Verknipfung zweier DNA-Fragmente erfolgte mittels T4-DNA-Ligase (Fermentas). Das
Enzym katalysiert eine Phosphodiesterbindung zwischen dem 5‘Phosphat und der
benachbarten 3‘-Hydroxylgruppe. Fir die Ligation wurden 10-50 ng linearisierte Plasmid-DNA
eingesetzt und die Menge fiir das Insert wurde nach dem molaren Verhaltnis (iber den Vektor
mit Hilfe eines web-basierten Programms (http://django.gibthon.org/tools/ligcalc/) berechnet:
fir Uberhdnge betrug die Ratio (Vektor zu Insert) 1:3 und bei glatten Enden 1:1 oder 1:2. Zu
dem Ansatz wurden 2 pl T4-DNA-Ligasepuffer sowie 1 pul Enzym beigegeben und auf 20 ul mit

H,0 aufgefiillt. Die Reaktion erfolgte entweder 15-30 min bei RT oder bei 16°C liber Nacht.

4.1.2.4. Zielgerichtete Mutagenese

Die Generierung von Punktmutationen in DNA wurde mit Hilfe des QuikChange® Lightning
Site-directed Mutagenese Kits von Stratagene vorgenommen. Hierbei wurde das ausgewahlte
Gen im Plasmid mit Hilfe von Primern, welche die Mutation enthalten, zielgerichtet mutiert.
Die Primer wurden so entworfen, dass sie 25-45 Basen lang sind, eine hohe

Schmelztemperatur besitzen (> 78°C), einen GC-Gehalt von ca. 40% aufweisen und mit einem
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oder mehreren Cytosinen oder Guaninen enden. Wichtig fiir eine erfolgreiche Mutagenese ist
die Lokalisation der gewilinschten Mutation. Die verdanderten Basen sollten in der Mitte des
Primers liegen mit mind. 10-15 Basen der korrekten Sequenz auf beiden Seiten. Stratagene
(jetzt Agilent) bietet ein Web-basiertes Programm fiir das Entwerfen von Mutagenese-Primer

an (www.agilent.com/genomics/qcpd).

1. Synthese des mutierten DNA-Strangs
/ « Denaturierung der DNA
¢ Anlagerung der mutagenen Primer
Elonagation mit Pfu-basierter Polymerase

2. Schneller Dpnl Verdau des Template-Strangs
* Abbau der parentalen methylierten und
halbmethylierten DNA

QuikChange® Lightning Fast Method

3. Transformation

Abbildung 11: Uberblick der Drei-Schritt-Mutagenese (Handbuch QuikChange® Lightning Site-directed
Mutagenese Kit, Stratagene)
Das Protokoll schreibt den Einsatz von 125 ng der mutagenen Primer vor. Daflir war es

erforderlich, die Oligonukleotide in Molekiilmenge (hier picomol) zu berechnen.

ng des Oligos

X pmol des Oligos = 330 x Basenanzahl des Oligos x 1000

Fiir die Synthese des mutierten DNA-Strangs wurde folgender Ansatz pipettiert: 5 pl des
10x Reaktionspuffers, 100 ng dsDNA-Matrize, jeweils 125 ng der mutagenen Primer, 1 pul dNTP-
Mix und 1,5 ul QuikSolution Reagenz. Der Ansatz wurde auf 50 ul mit ddH,0 aufgefiillt und
abschlieRend 1 pl QuikChange® Lightning Enzym dazugegeben.



Methoden | 39

Die Reaktion wurde nach folgenden Parametern durchgefiihrt:

Tabelle 3: Temperaturprogramm der Mutagenesereaktion

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 2 min

18 Zyklen:

Denaturierung 95°C 20 sec
Annealing 60°C 10 sec
Elongation 68°C 30 sec/kb Plasmidlénge
Finale Elongation 68°C 5 min
Abschluss 4°C oo

Nach der DNA-Synthese wurde dem Ansatz 2 pl Dpnl Enzym zugegeben und fir 5 min bei 37°C
inkubiert. Die Dpnl-Endonuklease spaltet spezifisch methylierte DNA und kann so zwischen
methylierter Ausgangs-DNA und neu synthetisiertem PCR-Produkt unterscheiden. Zum Schluss
wurden E.coli XL-10 Gold, denen 2 ul B-Mercaptoethanol zur Steigerung der Transformations-
effizienz hinzugegeben wurde, mit 2 pl der Dpnl-behandelten DNA transformiert (siehe

4.1.2.6)

4.1.2.5. Vektorkonstruktionen

Fir die Generierung eines lentiviralen Vektors mit mutp53 (R270H und R245W) wurde zu
Beginn eine zielgerichtete Mutagenese in wtp53-cDNA (pClneo-Vektor) durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde der HA-Tag (ggc ggc tac ccc tac gac gtg ccc gac tac gec) mit Sacll und Nhel
aus dem WAP-mutp53 Minigen-Konstrukt (Krepulat et al., 2005) ausgeschnitten und die
mutp53-cDNA im pClneo-Vektor ligiert. Mit EcoRI wurde das mutp53-HA-Konstrukt aus dem
pClneo-Vektor ausgeschnitten und in den lentiviralen Vektor LeGO-iG2 (zur Verfligung gestellt
von der Arbeitsgruppe von C. Stocking, HPI) eingefiigt. Vorteil des LeGO-Vektors ist die starke
Expression des Transgens aufgrund der Verwendung des SFFV-Promotors (Spleen focus-
forming virus) und die Selektionierbarkeit anhand des Fluoreszenzfarbstoffs GFP (griin

fluoreszierendes Protein). Uber den HA-Tag war es méglich, mutp53 spezifisch zu detektieren.

SIN-LTR  m===  SFFV mutp53-HA  IRES = eGFP === SIN-LTR

Abbildung 12: Schematische Darstellung des lentiviralen LeGO-mutp53 Konstrukts

Das Konstrukt basiert auf den LeGO-iG2 Vektor, mutp53-cDNA mit HA-Tag wurde Uber eine EcoRI-Schnittstelle in
der Multi Cloning Site in den Vektor kloniert. SIN-LTR: self-inactivating-long-terminal repeat, SFFV: Promotor des
Spleen Focus-Forming-Virus, IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle, eGFP: enhanced green fluorescent protein
(Weber et al., 2008)
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Fiir die Herstellung lentiviraler Vektoren mit Zebl und Mmp3 wurde die cDNA der Gene
(Plasmide von Open Biosystems) in den LeGO-iG2-Vektor kloniert. Die Zeb1-cDNA wurde aus
dem pcR-Bluntll-TOPO-Vektor mit EcoRI, Mmp3-cDNA wurde mit Hilfe von Stul und PspOMI
aus dem pCMV-Sport6-Vektor herausgeschnitten und mit LeGO-iG2 (flr Zebl-Integration:
EcoRl, fir Mmp3-Integration: Stul und Notl) ligiert (Abbildung 13). Die Plasmidkarten sind im
Anhang 8.2 zu finden.

SIN-LTR g SFFV Mmp3 IRES eGFP = SIN-LTR

SIN-LTR g SFFV Zebl IRES eGFP

Abbildung 13: Schematische Darstellung der lentiviralen LeGO-Mmp3 und LeGO-Zeb1 Konstrukte

Das Konstrukt basiert auf den LeGO-iG2 Vektor, cDNA von Zeb1 wurde Uber eine EcoRI-Schnittstelle in der Multi
Cloning Site in den Vektor kloniert, Mmp3-cDNA wurde Gber Stul und PspOMI ausgeschnitten und in LeGO-iG2
(geschnitten mit Stul und Notl) hineinkloniert. SIN-LTR: self-inactivating-long-terminal repeat, SFFV: Promotor des
Spleen Focus-Forming-Virus, IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle, eGFP: enhanced green fluorescent protein

4.1.2.6. Transformation (Kaiser und Hogness, 1960)

Zur Aufnahme von Plasmid-DNA in Bakterien (auch Transformation genannt) wird mit Hilfe
eines Hitzeschocks die bakterielle Zellwand durchldssig gemacht. Fir eine Transformation
wurden pro Ansatz 100 pl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 100 ng Plasmid-
DNA bzw. 10 ul vom Ligationsansatz vermengt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend
folgte ein Hitzeschock (60 sec, 42°C), der zur Porenbildung in der Membran und zur Aufnahme
freier DNA in die Bakterien fiihrt. Flr eine optimale DNA-Aufnahme ist ein rapider
Temperaturwechsel entscheidend, so dass der Ansatz nach dem Hitzeschock fiir 5 min auf Eis
heruntergekihlt wurde. Der Ansatz wurde dann zu 400 pl vorgewarmtem LB-Medium ohne
Antibiotikum pipettiert und bei 37°C fir 30-60 min im Schittler inkubiert, um die
Plasmidexpression und die damit einhergehende Resistenz-Ausbildung zu gewadhrleisten.
AbschlieRend wurden die Bakterien auf LB-Platten, mit Antibiotika versetzt, ausplattiert und

Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C kultiviert.

4.1.3. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

4.1.3.1. Mini-Plasmidprédparation

Um Plasmid-DNA aus Bakterien zu isolieren, werden sogenannte Plasmidpraparationen

durchgefiihrt. Die Mini-Plasmidpraparation wurde meist zur Uberpriifung der inserierten DNA
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im Plasmid verwendet. Fir die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien im kleinen Malstab
wurden 2-3 ml antibiotikahaltigem LB-Medium mit jeweils einer Bakterienkolonie angeimpft
und Uber Nacht auf einem Schiittler bei 37°C inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde
abzentrifugiert (2 min, RT, 12.000 rpm). Zur Lyse der Bakterien wurde das Pellet zuerst in 200
pul S1-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 200 pl S2-Puffer fiir 2-3 min bei
Raumtemperatur lysiert. Durch Hinzufligen von 200 ul des S3-Puffers zur Suspension wurde
die Reaktion neutralisiert und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Mittels Zentrifugation (5 min, RT,
14.000 rpm) wurden unlésliche, pelletierte Bakterienbestandteile verworfen. Um die Plasmid-
DNA zu fillen, wurde der Uberstand mit 600 pl Isopropanol gemischt und erneut zentrifugiert
(10 min, RT, 10.000 rpm). Die Plasmid-DNA wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen,
getrocknet, in 50 pl H,0 aufgenommen und bei -20°C gelagert. Es wurden die Puffer aus dem

NucleoBond® PC 500-Kit von Macherey-Nagel verwendet.

4.1.3.2. Maxi-Plasmidpraparation

Um Plasmide im reinen und groBeren Malistab zu erhalten, wurde fiir die Praparation das
NucleoBond® PC 500 Kit von Macherey-Nagel eingesetzt und die Plasmid-DNA nach
Firmenprotokoll isoliert. Eine Ubernachtkultur (150 -200 ml) wurde abzentrifugiert (15 min,
4°C, 6000 x g) und das Pellet mit 12 ml S1-Puffer resuspendiert, anschliefend wurden 12 ml S2-
Puffer zur Lyse dazugegeben und die Suspension mit 12 ml S3-Puffer neutralisiert. Das Lysat
wurde durch einen Papierfilter gegeben und anschlieend zur DNA-Bindung durch eine Saule
laufen gelassen. Die Sdule wurde mit 36 ml N3-Puffer gewaschen und die DNA mit 15 ml N5-
Puffer eluiert. Um die Plasmid-DNA zu prazipitieren, wurde das Eluat mit 15 ml Isopropanol
vermischt und zentrifugiert (mind. 30 min, 4°C, 9000 x g). Mit 70% Ethanol wurde das DNA-
Pellet gewaschen und fir 10-20 min bei RT getrocknet. Zum Schluss wurde das Pellet in H,0

aufgenommen.

4.2. Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

4.2.1. Kultivierung adhdrent wachsender Zellen

Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte unter standardisierten Bedingungen: 37°C, 5%
CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95%. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer
Sterilwerkbank und mit sterilen Materialien durchgefihrt.

Die Zelllinien wurden als Monolayer-Kulturen in beschichteten Zellkulturschalen in DMEM-
Medium mit Zugabe von 10% FCS gehalten. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70-80%

passagiert und dabei in Abhangigkeit von der Wachstumsgeschwindigkeit 2-3mal pro Woche
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1:3 bis 1:10 umgesetzt. Fiir das Umsetzen der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und mit
einer Trypsin-EDTA-LOsung nach kurzer Inkubationszeit im Brutschrank von der Zellkultur-
schale gel6st, in frischem Medium aufgenommen und in entsprechender Verdiinnung neu

ausgesat.

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4,

autoklaviert, bei RT lagern

4.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir eine langerfristige Aufbewahrung von Zellen wurden diese von einer ~80% konfluenten
Zellkulturschale mit Trypsin abgelost und fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde anschliefend in 1 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert, in Kryoréhrchen transferiert
und sofort auf Eis gestellt. Die Kryorohrchen wurden in eine Styroporbox tberfiihrt und fir
mindestens 48 Stunden bei -80°C langsam herabgekiihlt, bevor die Zellen fiir die langfristige
Aufbewahrung in Stickstofftanks (-196°C) gebracht wurden.

Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad (37°C) schnell aufgetaut und in 9 ml Medium
gegeben, 5 min bei RT und 300 x g zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in vorgewarmtem

Medium resuspendiert und in eine Zellkulturschale ausgesit.

Einfriermedium: 90% FCS, 10% DMSO, bei -20°C lagern

4.2.3. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Bei der
Zahlkammer befindet sich zwischen Glasplattchen und Objekttrager ein definiertes Volumen,
aufgrund dessen die Konzentrationsbestimmung einer Zellsuspension ermoglicht wird. Dazu
wurden die Zellen zuvor trypsiniert und in Medium aufgenommen. Zum Zahlen der Zellen
wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypan-Blau (Stammlosung 1:5 mit PBS verdiinnt)
vermischt und in den Spalt der Zahlkammer gegeben. Da Trypan-Blau nur von toten Zellen
aufgenommen wird, war es moglich, ausschlielich ungefarbte, vitale Zellen fiir die Zdhlung zu
beriicksichtigen. StandardmaRig wurden zwei GroBquadrate ausgezahlt und aufgrund der
Verdinnung mit Trypan-Blau entsprach die ermittelte Zahl (n) der beiden GroRquadrate

n x 10* Zellen/ml.
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4.2.4. Vereinzelung von Primartumorzellen aus WAP-T Tumoren

Ein Ziel dieser Arbeit war es, aus verschiedenen WAP-T Tumoren stabile Zelllinien fir in vitro
Arbeiten zu generieren. Dazu wurden alle Medien und Lésungen zu Beginn auf 37°C erwarmt.
Als Ausgangsmaterial wurden primdre Tumore unter sterilen Bedingungen prapariert, wobei
ein Stlick so schnell wie moglich entnommen und in ein 15 ml ReaktionsgefaR mit
vorgewarmtem DMEM/10% FCS Uberfihrt wurde. Das Tumorstiick wurde in eine
Glaspetrischale Uberfiihrt, unter Medium mit zwei sterilen Skalpellen fein zerkleinert und
anschlieRend zentrifugiert (5 min, 300 x g, RT). Das Medium wurde verworfen und durch 5 ml
Kollagenase-Losung ersetzt. AnschlieBRend wurde das Gewebe fiir ca. 2 h bei 37°C schiittelnd
inkubiert. Hierbei wurde ein Grol3teil der extrazellularen Matrix der Tumorgewebestiicke
verdaut, um eine Zellvereinzelung zu ermdéglichen. Frei gewordene DNA, entstanden durch das
Zerkleinern und Absterben von Zellen, fihrt zum Verklumpen von Tumorzellen. Aufgrund
dessen wurde nach dem Kollagenase-Verdau ein DNase-Verdau (10-15 min, 37°C, schiittelnd)
durchgefihrt. Daran anschlieend wurde die Zellsuspension zentrifugiert und in 5 ml DMEM-
Medium + 10% FCS aufgenommen. Zum Entfernen bzw. Vereinzeln verbliebener, groRerer
Zellaggregate wurde die Suspension durch zwei Zellsiebe (Edelstahlsieb, 150 pum; 80 um
Membran (Thomapor, Reichelt Chemietechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland) filtriert.
AbschlieBend wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt und in eine

10 cm Zellkulturschale mit DMEM und Zugabe von 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin

ausgesat.

Kollagenase-Losung: 200 U/ml Kollagenase Ill, 100 U/ml Hyaluronidase, in Quantum-
Medium, steril filtriert, bei -20°C lagern

DNase-Losung: 5000 U/ml, in PBS, steril filtriert, bei -20°C lagern

4.2.5. Vorbereitung der Zellen fiir Tumorzelltransplantation in Mausen

Fiir Tumorzelltransplantationsexperimente wurden zuerst Zellen trypsiniert und mit Hilfe einer
Neubauer-Zdahlkammer gezahlt. Den Mausen wurden unterschiedliche Zellanzahlen
transplantiert. Das entsprechende Volumen wurde abgenommen, bei 300 x g zentrifugiert und
der Uberstand vorsichtig abpipettiert. Das verbleibende Zellpellet wurde in einem Gemisch aus
Matrigel und Quantum-Medium (1:2, 20 ul) aufgenommen und vorsichtig durch Auf- und
Abpipettieren gemischt. Das Matrigel dient dem Zusammenhalten der Zellen nach
Transplantation am Transplantationsort, da es oberhalb von 16°C polymerisiert. Aufgrund

dessen war darauf zu achten, dass Matrigel, Pipettenspitzen und Zellsuspension standig
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gekihlt waren. Die so vorbereitete Zellsuspension wurde in ebenfalls vorgekiihlte

Insulinspritzen aufgezogen und bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

4.2.6. Durchflusszytometrische Verfahren (FACS)

Die Durchflusszytometrie (FACS — Fluorescence Activated Cell Sorting) ist ein Messverfahren,
welches die Analyse von Zellen u.a. mit Hilfe von fluoreszierenden Farbstoffen erlaubt. Dafir
werden Fluorochrom-gekoppelte Antikorper, die an bestimmte Zellstrukturen binden, oder
auch Fluoreszenzfarbstoffe, die von Reportergenen exprimiert werden, eingesetzt. Die

Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von sowohl lebenden als auch fixierten Zellen.

4.2.6.1. Analyse von lebenden Zellen mittels FACS

Es wurden standardmaRig 1x10° Zellen pro Ansatz eingesetzt. Zundchst wurden die Zellen
ausgezahlt, abzentrifugiert (300 x g, 5 min, RT), mit PBS gewaschen und in 100 pl PBS
aufgenommen. Diesem Ansatz wurde dann der entsprechende Fluorochrom-gekoppelte
Antikorper gemall den Herstellerangaben dazugegeben. Nach einer 30-minitigen Inkubation
bei 37°C wurde die Zellsuspension zentrifugiert, das Zellpellet dreimal mit PBS gewaschen und
zum Schluss in 300-400 ul PBS aufgenommen und zur Zellvereinzelung durch ein Sieb in ein
FACS-Rohrchen pipettiert. Fir die Analyse wurde ein FACSCanto™ Durchflusszytometer

verwendet und es wurden mindestens 20.000 Zellen analysiert.

4.2.6.2. Zellsortierung

Die Anreicherung von lentiviral transduzierten Zellen erfolgte mit Hilfe des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP). Die Sortierung erfolgte am BD FACSAria™
Durchflusszytometer (Becton Dickson) durch Arne Diisedau oder Cordula Grittner.

Fir die Sortierung wurden Zellen von 70-80% konfluenten Kulturschalen trypsiniert, mit PBS
gewaschen, in 700-800 ul PBS aufgenommen und durch ein Sieb in ein FACS-Roéhrchen
Uberfuhrt. Die GFP-exprimierenden Zellen wurden in ein Rohrchen mit vorgelegtem Medium
(DMEM, 10% FCS , 1% P/S) sortiert und nachfolgend entsprechend ihrer Zellzahl in geeignete

Zellkulturschalen ausgesat und kultiviert.

4.2.7. Substrat-unabhangiges Wachstum

Substrat-unabhangiges Wachstum und Verlust der Kontaktinhibition sind Eigenschaften
transformierter Zellen, die eng mit der Karzinogenese in vivo verknlpft sind. Flr die

Identifikation transformierter Zellen und fir die in vitro Analysen wurde deshalb ein Assay
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entwickelt, der die Situation imitiert — das Wachstum im Softagar. Dazu wurden die zu
untersuchenden Zellen in einer Agarschicht Gber einen langeren Zeitraum bei 37°C kultiviert
und auf ihre Fahigkeit, Kolonien zu bilden, untersucht.

Um ein Adharieren der Zellen am Boden zu verhindern, wurde Grundagar (450 ul 1,2% Agarose
gekiihlt auf 50°C mit auf 37°C erwarmten 100 ul FCS und 450 pl 2x DMEM versetzt ; 1 ml pro
6-well) in die Zellkulturplatte gegeben und fiir eine Stunde bei RT ausgehértet. Fir den
Uberschichtungsagar wurde 0,7% Agarose aufgekocht und im 50°C-Wasserbad abgekiihlt und
ebenfalls mit 2x DMEM und FCS vermengt (150 pl FCS, 675 ul 2x DMEM, 675 pl 0,7% Agarose,
15 pl P/S; 1,5 ml pro 6-well). Die zu untersuchenden Zellen wurden in einer Konzentration von
5x10° Zellen/6-well im Uberschichtungsagar aufgenommen und anschlieRend ausplattiert. Der
Uberschichtungsagar hirtete erneut fiir eine Stunde bei RT aus. AnschlieBend wurden die
Zellen unter Standardbedingungen fiir 2-3 Wochen inkubiert. Das Wachstum der Kolonien
wurde am Zeiss-Mikroskop Axiovert 25 regelmalig Uberprift und mikroskopische Bilder
wurden nach den 2-3 Wochen mit dem Leica DMI 6000B aufgenommen und ggf. auch die GFP-
Expression der Zellen Uberprift. Fir die quantitative Auswertung der Kolonien wurden die
Platten mit Kristallviolett Gberschichtet und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag

wurden sie eingescannt und mit Image J hinsichtlich Anzahl und GrofSe der Kolonien analysiert.

2x DMEM: 26,76 g/L DMEM, 7,4 g/L NaHCO3, mit ddH,O (pH 7), steril filtriert
Agarose: 0,7% und 1,2% Agarose (Agarose Typ VII, low melting, for cell culture,
Sigma), autoklaviert

Kristallviolett-Losung: 0,005% Kristallviolett in ddH,0, steril filtriert (0,45 pum)

4.2.8. Herstellung von Lentiviren

Die Herstellung von lentiviralen Partikeln erfolgte durch transiente Transfektion. Dazu wurden
am Vortag 5x10° 293T Zellen pro Kulturschale (¢ 10 cm) ausgesat. Am folgenden Tag wurden
die zu transfizierenden Plasmide (pro Kulturschale: 10-20 pg des Vektor-Plasmids, 10 pg des
Gag/Pol-Plasmids, 5 pg des Rev-Plasmids und 2 pg des Envelope-Plasmids) mit der 6-fachen
Menge des Transfektionsreagenz PEl vermengt und in 900 ul DMEM aufgenommen und gut
durchmischt. Anschlieend folgte ein Inkubationsschritt von 10 min bei RT, um die
Komplexbildung der Plasmide und PEl zu férdern. Danach wurde dem Ansatz 3 ml DMEM
(+10% FCS) zugefligt und auf die Zellen gegeben. Nach 6 — 8 h erfolgte ein Mediumwechsel mit
10 ml frischem DMEM (+10% FCS). Der virale Uberstand wurde nach 48 — 72 h abgenommen
und durch einen Zellulose-Acetat-Filter (0,22 um) filtriert, um Zellreste zu entfernen. Der

Uberstand wurde aliquotiert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
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4.2.9. Transduktion von Zelllinien mit Lentiviren

Zur Transduktion von Zelllinien wurden diese in einer geringen Dichte in einer 6-well-Platte
ausgesat (max. 50% Konfluenz) und nach Absetzen der Zellen wurde das Medium durch 1 ml
des Virustiberstand mit 1 ml DMEM (+ 10% FCS) ersetzt. Die Zellen wurden fiir 24 h bei 37°C
und 5% CO, inkubiert. Dieser Vorgang wurde mehrfach mit jeweils neuem Virusiiberstand
wiederholt. Die Kontrolle der transduzierten Zellen erfolgte friihestens nach 72 h mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops und eine spatere Anreicherung der GFP-positiven Zellen wurde mittels

FACS ermoglicht.

4.3. Experimentelle Methoden mit transgenen Mausen

Gemals den offiziellen Richtlinien fir Labortiere wurden die Mause unter spezifisch Pathogen-
freien (SPF) Bedingungen in den Tierstallen des Heinrich-Pette-Instituts gehalten. Dabei waren
die Tiere einem 12 Stunden hell/dunkel Zyklus ausgesetzt. Futter und Wasser stand den Tieren
jederzeit unbegrenzt zur Verfligung. Zur Aufrechterhaltung der Zucht wurden heterozygote
transgene Mause mit Wildtyp-BALB/c-Tieren in der 8. Lebenswoche verpaart. Dies diente der
Vermeidung von Mutationsakkumulationen in den transgenen Tieren.

Samtliche Tierexperimentelle Arbeiten wurden mit Hilfe von Annette Preuss und Julia Abe
durchgefihrt. Anzeigepflichtige Experimente und Praparationen wurden durch das Amt fir

Gesundheit und Verbraucherschutz in Hamburg genehmigt.

4.3.1. Induktion von Mammakarzinomen durch Transgenexpression

Wahrend der Trachtigkeit und des Sdugens wird der Level laktotropher Hormone (z.B.
Prolaktin) in Epithelzellen der murinen Mammae deutlich erhéht. Dieses fiihrt durch
Aktivierung des WAP-Promotors zur Expression der Transgene: die friihe Region des SV40
(groRe T-Antigen (T-Ag), kleines T-Antigen (st) und 17kD Protein) und mutp53. Aber fir die
Induktion von Mammakarzinomen ist das groRe T-Ag des SV40 verantwortlich (Schulze-Garg et
al., 2000). Die Expression des Transgens fuhrt zur Entstehung von intraepithelialen Neoplasien,
duktalen Karzinomen in situ sowie invasiven Karzinomen, je nach Mauslinie dauert dies 6 - 10
Monate. Induzierte Tiere wurden wochentlich auf palpierbare Tumore untersucht. Betroffene
Mause wurden zweimal wodchentlich nach Auffalligkeiten und Krankheitssymptomen

untersucht und das Tumorwachstum vermessen.



Methoden | 47

4.3.2. Prdparation der Mause und Organentnahme

Als Kriterien fur die Praparation einer Maus dienten der Tumordurchmesser (@ < 1,5 cm) bzw.
ein schlechter Allgemeinzustand. Fir die Betdaubung und Toétung wurde Diethylether
verwendet. Sofern Tumore fiir die Gewinnung von Primartumorzellen verwendet werden
sollten, wurden nachfolgende Schritte unter einer sterilen Werkbank durchgefihrt.

Fir die Tumor- und Organentnahme wurde die getétete Maus mit 70%-igem Ethanol
desinfiziert und anschlieRend auf eine Unterlage in Riickenlage fixiert. Nach Offnen der
Bauchdecke wurden Tumore und Mammae makroskopisch begutachtet (Staging) und Tumore,
Mammagewebe, Milz, Leber und Lunge entnommen und diese sowohl in Stickstoff (fir RNA-,
DNA-, Proteingewinnung) als auch in Formalin (fiir histologische Analysen) fixiert. Fir die
Analysen der Disseminierungseigenschaften von Tumorzellen wurden zusatzlich Gehirn, Blut
und Knochenmark entnommen. Ein Stiick des Tumors wurde generell in Shandon Kryomatrix"™

eingebettet.

4.3.3. Makroskopische Beurteilung des Tumorwachstums (Staging)

Wahrend der Prdparation wurden samtliche Mammagewebe der Maus untersucht und
verschiedenen Stadien zugeordnet, die sich vorrangig auf die gemessene GréRe der Tumore
beziehen. Die Mammae wurden wie in Abbildung 14A beziffert: dabei handelt es bei Mammae
1 und 8 um zervikale Brustdriisen, bei Mammae 2 und 7 um thorakale Gewebe, die im engeren
Sinne aus jeweils zwei Mammae bestehen, aber als eine zusammengefasst wurden, bei
Mammae 3 und 6 um abdominale Gewebe und bei Mammae 4 und 5 um inguinale
Brustdrisen. Fir die Erstellung der makroskopischen Befunde wurde ein Lineal verwendet und
die Mammae im Uhrzeigersinn beginnend bei Mamma 1 vermessen. Die Unterteilung der

Stadien ist in Abbildung 14B zu sehen.
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Stadium (Stage) makroskopischer Befund

0 ohne Befund
Mamma diffus vergréRert
solitdare Knotchen (£ 0,2 cm)
Tumor (0,3 <0,8 cm)
Tumor (0,8 <1,5cm)

v A W N R

Tumor (> 1,5 cm)

Abbildung 14: Lokalisation und Benennung der murinen Mammagewebe und Unterteilung des Stagings
A) Lage der murinen Mammagewebe einer zu praparierenden Maus. Es wurde acht verschiedene Mammae
unterschieden. B) Bedeutung der verschiedenen Stadien eines Tumors.

4.3.4. Tumorzelltransplantation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieRlich orthotope Transplantationen von Tumorzellen
durchgefiihrt. Dazu wurde dem Tier eine Kombinationsnarkose intraperitoneal sowie ein
Schmerzmittel subkutan appliziert. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Augen mit
Bepanthen® Augensalbe bedeckt. Die Empfangertiere wurden an der Brustdriise #3 sorgfaltig
rasiert, mit 70%-igem Ethanol und Betaisodona-Losung desinfiziert. Die Zelltransplantation
wurde in einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Um die Maus vor Unterkihlung zu schiitzen,
wurde sie wahrend der Dauer der Transplantation auf ein vorgewarmtes Gelkissen gelegt.
Zunachst wurde ein kleiner Hautschnitt in Hohe des Brustgewebes durchgefiihrt und das
darunterliegende Mammagewebe vorsichtig vom Bindegewebe getrennt und freigelegt.
AnschlieBRend wurde die Zellsuspension (20-30 ul) direkt in das Mammagewebe injiziert. Der
Schnitt wurde mit zwei Stichen genaht und die Wunde mit Betaisodona-Salbe versorgt. Zur
Stabilisierung des Kreislaufs wurde der Maus nach der Transplantation 300 pl erwarmte
Kochsalzlosung (0,9% NaCl) subkutan verabreicht. Die Tiere wurden bis zum Aufwachen aus
der Narkose unter eine Warmelampe gestellt und mit eingeweichtem Futter zur Erleichterung
der Wasser- und Nahrungsaufnahme versorgt. Die Tiere bekamen fiir die folgenden 14 Tage
mit Antibiotika (Baytril) und Schmerzmittel (Novaminsulfon) versetztes Trinkwasser. Des
Weiteren wurden transplantierte Tiere 2-mal pro Woche nach ihrem Allgemeinzustand und
Tumorwachstum {iber einen Zeitraum von maximal 6 Monaten begutachtet.
Kombinationsnarkose: Ketamin 12 mg/ml, Xylazin 1,6 mg/ml,

Applikation: 7-8 u/g Kérpergewicht
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Schmerzmittel: Carpofen 5 mg/ml, Applikation: 1,2 ul/g Kérpergewicht
Trinkwasser: Baytril 2,5%: 1 ml/250 ml, Novaminsulfon 500 mg/ml: 533 ul/200 ml

4.4. Immunhistologische und immunzytologische Methoden

4.4.1. Immunhistochemie & histologische Beurteilung der Mammakarzinome

(Grading)

Fiir die Untersuchungen der Organe wurden sie wie unter 4.3.2 beschrieben entnommen und
in 4% gepuffertem Formalin fixiert. Die daran anschlieRenden immunhistologischen Arbeiten
wie Einbetten, Schneiden und Farben wurden von Frau Pilnitz-Stolze nach bewahrten
Protokollen durchgefiihrt bzw. auch neu etabliert.

Die histologische Begutachtung der Tumore wurde von Herrn Prof. Dr. med. Schumacher
(Institut fir Anatomie und Experimentelle Morphologie, UKE, Hamburg) durchgefiihrt. Hierbei
wurden die Richtlinien der Klassifizierung fiir murine Mammakarzinome der Annapolis
Konsensus Konferenz (Cardiff et al., 2000) angewandt. Diese unterteilt Tumore anhand ihrer
morphologischen Struktur: GO flr epitheliale, neoplastische Verdnderungen oder auch
Karzinome in situ, G1 und G2 fiur differenzierte und G3 und G4 fir undifferenzierte

Mammakarzinome.

4.4.2. Tumor-Kryokonservierung

Die Verwendung von Shandon Kryomatrix"™ unterstitzt das schnelle Einfrieren von Geweben,
wodurch die Gewebestrukturen erhalten bleiben. Dazu wurde ein Tumorstiick direkt nach der
Praparation in eine kleine, mit Kryomatrix gefiillte Form gegeben und mit weiterer Kryomatrix
bedeckt. Die Probe wurde unter Zuhilfenahme einer Pinzette in einem Gemisch aus Isopentan

und Trockeneis eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

4.4.3. Anfertigen von Kryoschnitten

Fiir die Anfertigung von Kryoschnitten wurde ein Cryostat (CM3050) der Firma Leica
verwendet. Das Schneiden von Tumorgewebe erfolgte bei -20°C Kammertemperatur als auch
Objektkopftemperatur. Je nach Bedarf wurden 8 bis 15 um dicke Schnitte angefertigt und auf
SuperFrost/Plus Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden bei RT fir ca. 30 min
getrocknet und konnten sofort fiir Immunfluoreszenzfarbungen verwendet oder bei -20°C in

luftdicht versiegelten Objekttragerkasten gelagert werden.
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4.4.4. Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Um die Expression und Lokalisation spezifischer Proteine zu analysieren, wurde die indirekte
Immunfluoreszenz angewandt. Sdmtliche Schritte erfolgten in einer feuchten Umgebung, d.h.
eine Kammer wurde mit feuchtem Papier ausgelegt.

Um Zellen fir die indirekte Immunfluoreszenzfarbung zu fixieren, wurden sie zuvor auf sterilen
Deckglaschen (@ 12 mm) in 24-well-Kulturschalen ausgesat und drei bis funf Tage kultiviert.
Zur Fixierung der Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen.
Kryoschnitte von Gewebe wurden zu Beginn mit einem Fettstift umrandet. Die Fixierung
erfolgte jeweils mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fiir 10 min bei RT. Der Vorteil der PFA-Fixierung
liegt im Erhalt der Zellstrukturen fiir die anschlieBende Mikroskopie. Bei Verwendung der PFA-
Fixierung war es teilweise notwendig, die Zellen zu permeabilisieren, damit Molekiile und
Strukturen innerhalb der Zelle und des Zellkerns visualisiert werden konnten. Dieser Schritt
erfolgte im Anschluss an die Fixierung mit einer 1%-igen TritonX-100-Losung, die Zellen
wurden ebenfalls fiir 10 min bei RT mit der Lésung inkubiert und anschlieBend dreimal mit PBS
gewaschen. Um unspezifische Bindungen des Primar- sowie des Sekundarantikorpers zu
minimieren, erfolgte zunadchst eine Inkubation mit einer Blockierlésung, versetzt mit
Normalserum der Spezies, aus der auch der sekundare Antikdrper stammt, fir mind. 30 min
bei RT. Die Markierung der zu untersuchenden Proteine erfolgte mittels Antikorper, die
ebenfalls in der Blockierlosung verdinnt wurden. Die Prdparate wurden mit der
Antikorperlosung Gberschichtet und fiir 30-60 min bei RT inkubiert (alternativ Gber Nacht bei
4°C, Gewebeschnitte generell Gber Nacht). AnschlieBend wurden die Objekttrager 3x 5 min in
PBS-T gewaschen und es folgte die Detektion der gebundenen Primarantikorper mit
Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérper, daflir wurden die Zellen mit der spezies-
spezifischen sekundaren Antikérper-Losung UGberschichtet und fiir 30 min im Dunkeln
inkubiert. Daran anschlieRend wurden die Proben erneut 3x 5 min mit PBS-T gewaschen. Bei
der Farbung von Gewebeschnitten war eine Nachfixierung mit PFA erforderlich, diese wurde
nach der Sekundarantikérperinkubation fiir 10 min durchgefiihrt und anschlieRend wurden die
Schnitte erneut 3x 5 min mit PBS-T gewaschen. Zur Visualisierung der Zellkerne wurden DNA-
interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe (DAPI und DRAQ5™) verwendet. DAPI wurde bereits zu
der Sekundar-Antikérperlosung gegeben, wihrend DRAQS™ standardméRig dem letzten
Waschschritt beigefligt wurde. Zuletzt wurden die Praparate mit Mowiol eingebettet. Die
Praparate wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert. Begutachtung
und mikroskopische Aufnahmen der Praparate erfolgten entweder am Fluoreszenzmikroskop
DMI6000B (Leica) oder am Laser-Konfokalmikroskop LSM 510 META (Zeiss). Verwendete

Antikorper und deren verwendete Verdinnung in Kapitel 3.4 zu finden.
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PFA: 4% PFA in ddH,0; 450 ml ddH,0 wurden auf 60°C erwdarmt und 20 g PFA-Pulver sowie ca.
5 Tropfen 2 N NaOH eingerihrt. Die Losung wurde abgekihlt und mit 10x PBS auf 500 ml
aufgefillt. Der pH-Wert von 7,2 wurde mit 37% HCI eingestellt. Abschliefend wurde die Losung
filtriert und in Aliquots bei -20°C gelagert.

TritonX-100-Losung: 1% TritonX-100 (v/v) in PBS, pH 7,4

Blockierl6sung: 0,5% BSA (w/v) in PBS (pH 7,4)

PBS-T: 0,1% Tween20 (v/v) in PBS (pH 7,4)

DAPI: 0,1% (v/v) DAPI (0,1 mg/ml) in PBS (pH 7,4)
DRAQ5™: 0,1% DRAQS5 in PBS oder PBS-T (pH 7,4)

Mowiol: 2,4 g Mowiol 4-88" Reagenz wurden in 4,8 ml 99% Glycerin und 1,2 ml ddH,0 unter
Rihren fir mindestens vier Stunden oder (iber Nacht gelost. AnschlieBend wurden weitere
12 ml ddH,0 hinzugegeben, die Losung vorsichtig auf 50°C erhitzt und fiir 10 min unter
standigem Rihren inkubiert. Luftblasen wurden durch Zentrifugation (5 min, 5000 x g, RT)

entfernt.

4.5. Nukleinsaureanalytische Methoden

4.5.1. RNA-Isolierung

4.5.1.1. RNA-Extraktion von eukaryotischen Zellen

Fir die Isolierung von RNA aus Zellkulturzellen wurden in Abhdngigkeit von der Zellzahl
verschiedene Kits verwendet: fir weniger als 5x10° Zellen wurde das RNeasy Micro Kit von
Qiagen, fir Zellzahlen bis 5x10° Zellen das innuPrep RNA Mini Kit von Analytik Jena verwendet.
Das Prinzip beruht auf spezifischer RNA-Bindung an Silica-Sdaulchen, verschiedenen
Waschschritten und abschliefender Elution der gebundenen, gereinigten RNA. Beide Kits
unterscheiden sich nur geringfligig im Protokoll, so dass hier nur auf das Protokoll des
innuPREP RNA Mini Kits eingegangen wird.

Ein Zellpellet wurde in 400 pul Lysispuffer aufgenommen, fiir 2 min bei RT inkubiert, erneut
resuspendiert, um eine vollstandige Lyse zu ermoglichen, und weitere 3 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde die Probe auf den Filter D zur DNA-Entfernung pipettiert und fiir 2 min bei
10.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit dem gleichem Volumen 70% Ethanol
(angesetzt mit DEPC-H,0) vermengt und auf den Filter R gegeben. Es schloss sich ein
Zentrifugationsschritt (2 min, 10.000 x g) an und der Durchfluss wurde verworfen. Als nachstes
folgten mehrere Waschschritte mit verschiedenen Pufferlésungen (500 pl HS-Puffer, 700 pl LS-
Puffer), jeweils gefolgt von einer Zentrifugation (1 min, 10.000 x g). Zum Entfernen samtlicher

Ethanolreste wurde der Filter 3 min bei 10.000 x g zentrifugiert und die RNA nach einer



Methoden | 52

1-minitigen Inkubationszeit mit RNase-freiem Wasser in ein neues ReaktionsgefaR eluiert

(1 min, 6.000 x g).

4.5.1.2. Aufreinigung von RNA aus murinen Tumorgewebe

Die Extraktion von RNA aus Tumormaterial erfolgte mit TriFast™. Dazu wurde ein ~50 mg
groRes Gewebestiick in ein Rohrchen (Lysing Matrix D) mit 1 ml TriFast™ Reagenz gegeben
und in einem Homogenisator zerkleinert. Dies erfolgte in mehreren Schritten (15 sec Stufe 5,5;
3x 10 sec Stufe 4), bis das Gewebe komplett zerkleinert war und zwischendurch wurde die
Probe auf Eis gelegt, um einer RNA-Degradation entgegenzuwirken. AnschlieRend erfolgte eine
10-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur. Daraufhin wurde das lysierte Gewebe in ein
neues 1,5 ml Eppendorf-Gefa tberfilhrt und 200 pl Chloroform dazugegeben. Nach
Vermischen der Losung und kurzer Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz
zentrifugiert (12.000 x g, 10 min, 4°C) und die obere wassrige Phase in ein neues Eppendorf-
GefaR gegeben und mit 500 ul Isopropanol vermengt. AnschlieBend wurde der Ansatz bei
Raumtemperatur fir weitere 10 min inkubiert und erneut zentrifugiert (12.000 x g, 10 min,
4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 1 ml 70% Ethanol (mit
DEPC-H,0, eiskalt) gewaschen. AbschlieBend wurde das Pellet fir 5-10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und in DEPC-H,0 aufgenommen. Das Pellet konnte fiir 10 min bei

50°C im Schittler gelost werden.

DEPC-H,0: 0,01% DEPC (Diethylpyrocarbonat) in ddH,0, Riihren Uber Nacht bei RT,

autoklaviert

4.5.2. Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration und die Reinheit von Nukleinsduren (sowohl RNA als auch DNA) wurden mit
Hilfe des Nano-Drop 1000 Spektrometers photometrisch ermittelt. Dabei wird die Absorption
bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen und zur Konzentrationsbestimmung
berlicksichtigt. Die Kontrolle der Reinheit erfolgt Giber die Ratio der Absorption bei 260 nm zur
Adsorption bei 280 nm. Fiir DNA sollte dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Werte
darunter weisen auf eine Proteinverunreinigung hin, Werte dariiber auf eine Kontamination
mit RNA. Die Werte der Ration fiir RNA sollten > 2,0 sein. Flir die Messung am Nano Drop
wurde zuerst der Nullwert eingestellt, indem 1 pl der Lésung, in die die RNA bzw. DNA
aufgenommen war, auf die Messflache des Gerates pipettiert wurde, und anschlieBend wurde

jeweils 1 pl der Proben fiir die Messungen eingesetzt.
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4.5.3. Analyse der RNA-Qualitat

Um degradierte RNA-Proben auszuschlieBen zu kénnen, wurde die Qualitdt der RNA mit dem
Agilent 2100 Bioanalyzer untersucht. Zu Beginn wurde die Gelmatrix vorbereitet, indem sie
durch ein im Kit enthaltenen Filter filtriert wurde (10 min, 1500 x g). AnschlieRend wurden
65 ul des gefilterten Gels mit 1 pl Farbstoff durch Vortexen kraftig gemischt und erneut
zentrifugiert (10 min, 13.000 x g). Nun wurde das Gel in eine gekennzeichnete Vertiefung (9 ul
pro Vertiefung) pipettiert und durch Druck in die Kapillaren des Chips gepresst. Als nadchstes
wurden in den Vertiefungen fiir die Proben und den GréBenstandard 5 ul eines Markers
pipettiert. Nachfolgend wurde 1 ul des GroBenstandards in die entsprechende Vertiefung
gegeben sowie 1 ul der zu untersuchenden Proben. Zum Schluss wurde der Chip noch auf
einem Horizontalmixer (1 min, 2400 rpm) gemischt, in den Bioanalyzer eingelegt und der Lauf
gestartet. Das Ergebnis wurde als ein Gel-ahnliches Bild und als Elektropherogramm dargestellt
und die Qualitdt bzw. Integritdit der RNA ermittelt. Die Integritdit wurde als Zahlenwert
angegeben, wobei O fiir degradierte RNA und 10 fir sehr gute RNA-Qualitat steht. Anhand des
Elektropherogramms konnten degradierte RNA oder auch DNA-Verunreinigungen visualisiert

werden.

4.5.4. cDNA-Synthese

Fiir die cDNA-Synthese, also das Umschreiben von RNA in cDNA, wurde das High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems verwendet. RoutinemaRig wurde dafir
1 pg RNA eingesetzt. Im Fall, dass nur begrenzte Mengen RNA vorhanden waren, wurde in
einem Versuch die gleiche RNA-Menge fiir alle Proben eingesetzt. Zuvor wurde die

entsprechende Menge RNA auf 10 pl mit H,O aufgefiillt.

Tabelle 4: Pipettierschema einer cDNA-Synthese-Reaktion

Komponente Volume/Reaktion
10x RT-Puffer 2,0 ul
25x dNTP-Mix (100 mM) 0,8 ul
10x RT Random Primers 2,0 ul
MutiScribe™ Reverse Transkriptase 1,0 pl
H,O 14,2 ul
RNA + H,0 10,0 pl

Gesamt 20,0 ul
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Tabelle 5: Temperaturzyklus einer cDNA-Synthese-Reaktion

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4

Temperatur (°C) 25 37 85 4

Dauer 10 min 120 min 5 min oo

Die cDNA-Proben wurden bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

4.5.5. Quantitative real-time-PCR

Zur Expressionsanalyse von bestimmten Genen wird die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)
verwendet. Die Methode basiert auf der konventionellen PCR und dient der Quantifizierung
spezifischer DNA-Sequenzen durch gleichzeitige Vervielfaltigung und Konzentrationserfassung
der amplifizierten DNA-Molekiile in Echtzeit. Die Messung der Molekiilkonzentrationen erfolgt
Uber Fluoreszenzfarbstoffe, die an der DNA binden. Die Fluoreszenz steigt im gleichen
Verhaltnis wie die PCR-Produkte pro Zyklus an, wortiber die DNA-Menge wahrend eines PCR-
Laufs quantifiziert werden kann.

Fir die quantitative real-time-PCR wurde der Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, P/N: 4367659) mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green |, der an doppel-
strangige DNA bindet, und die Methode der relativen Quantifizierung verwendet. Hierbei wird
das untersuchte Gen auf ein Haushaltsgen, dessen Expression nicht reguliert ist, normiert und
anschlieRend wird die Expression unterschiedlicher Proben untereinander verglichen. Fir die
Berechnung wurde die AACt-Methode (Pfaffl, 2001) angewandt. Dabei wird zunachst das
Zielgen der Proben auf das Hauhaltsgen normiert: ACt = Ct Zielgen — Ct Haushaltsgen.
AnschlieBend erfolgt die Kalibrierung auf eine Kontrollprobe, so dass die Expression der
Zielgene weiterer Proben relativ zur Kontrollprobe quantifiziert werden kann:
AACt = ACt Probe - ACt Kontrolle. Der Expressionsunterschied wird wie folgt berechnet:
n = 2% Zweifache und héhere Unterschiede der Expression werden als signifikant gewertet,
geringe Unterschiede gelten als nattrliche Schwankungen.

Fiir die gPCR wurde ein 10 pl Ansatz pipettiert, bestehend aus 5 pl 2x Power SYBR® Green
Mastermix, jeweils 0,5 umol des Vorwarts- und Riickwarts-Primers, 1 ul cDNA, aufgefillt auf

10 ul mit ddH,0.
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StandardmaRig wurden folgende PCR-Bedingungen gewahlt:

Tabelle 6: Temperatur-Programm einer qPCR

Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 10 min 95°C
40 Zyklen:
Denaturierung 15 sec 95°C
Annealing/Elongation 40 sec 60°C

Fiir die Berechnung der relativen Quantifizierung wurde die AACt-Methode verwendet (Pfaffl,
2001), wobei auf ein Haushaltsgen (vornehmlich Gapdh) normiert wurden. Im Allgemeinen ist
die Verwendung eines Haushaltsgens (House keeping gene — HKG) fur die relative
Quantifizierung ausreichend.

Bei den Analysen von Tumorproben, wie es fiir die Validierung der EMT-Signatur erforderlich
war, wurden in einige Proben Schwankungen in der Expression verschiedener Haushaltsgene
beobachtet. In diesem Fall war also die Methode der Normierung auf ein einzelnes
Haushaltsgen nicht geeignet. Aus diesem Grund wurde entschieden, die Proben manuell auf
flinf verschiedene Haushaltsgene (8-Aktin, Gapdh, Hprtl, Rplp1 und 18sRNA) zu normieren.
Dadurch wird eine viel prazisere Normierung erreicht, da Schwankungen einzelner Gene
minimiert werden. Dafiir wurde der Mittelwert aus den Ct-Werten der einzelnen HKGs einer
Probe ermittelt und diese vom Ct-Wert des Zielgens abgezogen (ACt = Ct (Zielgen) - Ct (MW
der HKGs)).

Fiir die manuelle Berechnung der RQ-Werte von Gruppen statt von einzelnen Proben war die
Generierung eines gemeinsamen Koeffizienten fir die Normierung einzelner Expressionswerte
innerhalb einer Gruppe erforderlich. Dabei war Voraussetzung, dass der Mittelwert aller

-ACt

Expressionswerte der Gruppe (2°), auf dem die Normierung erfolgen sollte, eine relative

5% yon 1 ergibt. Dieser Koeffizient wurde mit Hilfe der folgenden Formel

Quantifizierung (2
ermittelt:

r=1ACt
Koeffizient = log, Sk=l

AnschlieBend wurde dieser Normierungskoeffizient fir die Berechnung der einzelnen
AACt-Werte aus den zu vergleichenden Gruppen zugrunde gelegt. SchlieBlich konnten einzelne
RQ-Werte (x=2"%"), RQ-Mittelwert und RQ-Abweichung fir die verschiedenen Gruppen
berechnet werden. Durch dieses Verfahren konnte das Verhaltnis der Genexpression zwischen

zwei Gruppen berechnet werden.
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4.5.6. Mikroarray-basierte Genexpressionsanalyse

Zum Erstellen von globalen Genexpressionsprofilen wurden GeneChip® Mouse Genome 430
Version 2.0 Mikroarrays der Firma Affymetrix verwendet. Laut Herstellerangaben kdnnen mit
einem Array Uber 39.000 Gentranskripte analysiert werden. Die RNA wurde mit Hilfe von
TriFast™ Reagenz isoliert (beschrieben in Kapitel 4.5.1.2), zusatzlich wurde die RNA Gber
Siulchen (RNeasy MinElute™ Cleanup, Qiagen) aufgereinigt. Die Isolation, Aufreinigung und
Qualitatskontrolle der RNA-Proben wurde von Christina Heinlein im Rahmen ihrer Dissertation
durchgefiihrt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte durch die Firma Signature Diagnostics AG in

Potsdam und fiir die Auswertung wurde das Programm dChip verwendet.

4.5.7. DNA-Extraktion aus Gewebe

Fir die Extraktion von DNA aus Gewebe wurden ca. 50 mg Gewebe in ein R6hrchen mit
Keramikktigelchen (Lysing Matrix D) Uberfiihrt, in 250 pl Lysispuffer aufgenommen und im
Homogenisator zerkleinert (Stufe 6, 40 sec). AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 min bei
maximaler Geschwindigkeit (13.000 x g) zentrifugiert. Es wurden weitere 250 ul Lysispuffer in
das Reaktionsgefald gegeben und erneut im Homogenisator zerkleinert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde 1 pl RNase A zur Suspension gegeben und bei 37°C fir 15 min
schiittelnd inkubiert. Nachfolgend wurden zusatzlich 240 pl Lysispuffer und 10 ul Proteinase K
zur Losung gegeben und nun drei Stunden bei 56°C im Thermo-Schittler inkubiert.
Zwischendurch wurde die Lésung immer wieder gemischt. Nach Verdau wurde die Suspension
abermals zentrifugiert (10 min, max. Geschwindigkeit, 4°C). Die DNA wurde mittels Phenol-
Chloroform prazipitiert, dazu wurde die Losung (ca. 700 ul) in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
Rohrchen Uberfihrt und mit 700 ul kalten Phenol-Chloroform-Gemisch gut vermischt, in ein
Phase Lock Gefald transferiert und weitere 10 min bei 14.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand oberhalb der Gelschicht, der die RNA enthilt, wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal
Uberfihrt, mit 650 pl Chlorform vermengt und in ein neues Phase Lock Gefals Gberflhrt. Nach
Zentrifugation (14.000 x g, 10 min, RT) der Proben wurde der Uberstand (ca. 600 pl) in ein
neues 2 ml Gefals transferiert, 0,1 Vol. Natriumacetat und 2,5 Vol. 100% eiskalter Ethanol
dazugegeben und kraftig vermischt. Die Fallung erfolgte bei -20°C (iber Nacht oder alternativ
mind. 1 Stunde bei -80°C. Darauffolgend wurden die Proben zentrifugiert (14.000 x g,
20-30 min, 4°C), der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und die DNA-Pellets im Anschluss
zweimal mit 70%-igem Ethanol (eiskalt) gewaschen. Das Trocknen der Pellets fand bei 40°C fir

10-20 min statt und schlieRlich wurden die Pellets je nach GroéRe in Tris/HCl pH 7,5
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resuspendiert. Die DNA-Konzentrationen wurden am Nano Drop gemessen und die Proben bei

-20°C bis zur Verwendung gelagert.

Lysispuffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,5), 5 mM EDTA, 200 mM Nacl, 0,2% SDS
RNase A: Stocklosung 10 mg/ml, in ddH,0
Proteinase K: Stockl6sung 20 mg/ml, in ddH,0

Natriumacetat: Stocklésung 0,3 M, in ddH,0

4.5.8. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction) dient der Amplifikation von DNA-
Molekiilen, die mit Hilfe von thermostabiler Polymerasen durchgefiihrt wird. Als Startpunkt
fungiert ein ca. 20-25 bp langes Oligonukleotid, welches an denaturierter, einzelstrangiger
DNA bindet. Die Polymerase nutzt den DNA-Strang als Vorlage und synthetisiert den dazu
komplementaren Strang. Die entstandenen Produkte dienen im folgenden Zyklus ebenfalls als
Matrize und ermoglichen so eine exponentielle Vervielfaltigung. Die PCR wurde nach dem

Schema in Tabelle 7 pipettiert und das Temperaturprogramm ist in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 7: Pipettieransatz einer Standard-PCR

Komponente Volumen Endkonzentration
10x Puffer 2,5 ul 1x

10 mM dNTPs 0,5 pl 200 uM

10 uM Primermix 1,25 ul 0,5 uM
Tag-Polymerase (5 U/pul) 0,2 ul 05U

DNA X Wl 100-500 ng
ddH,0 ad 25 ul

Tabelle 8: Temperatur-Programm einer Standard-PCR

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 5 min
30-40 Zyklen:

Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 55-65°C 30 sec
Elongation 72° 1 min
Finale Elongation 72°C 5 min

Abschluss 4°C oo
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4.5.9. Agarose-Gelelektrophorese

Diese Methode dient der Auftrennung verschieden groRer DNA-Fragmente im elektrischen
Feld. Dazu wurden abhangig der zu erwartenden FragmentgréRRe unterschiedlich konzentrierte
Agaroselosungen verwendet. Im Allgemeinen wird mit 1%-igen Agarosegel eine Vielzahl von
FragmentgrofRen abgedeckt. Fiir die Herstellung eines Gels wurde Agarose in 1x TAE-Puffer
aufgekocht. Nach Abkiihlen der Losung auf ca. 50-60°C wurde die Losung mit Ethidiumbromid,
ein DNA-interkalierender Farbstoff, der durch UV-Licht sichtbar gemacht werden kann,
versetzt (Endkonzentration: 0,1 pg/ml) und anschlieRend in eine horizontale Gelkammer zur
Polymerisation gegossen. Die Elektrophorese wurde in 1x TAE-Puffer durchgefiihrt bei einer
Spannung von 100-120 V. Zur Analyse der GroRRe wurde auf jedem Gel 5-10 pl eines geeigneten
GroBenmarkers aufgetragen. Die Visualisierung erfolgte an einem BioDoc Analyze UV-Trans-

illuminator (Biometra).

TAE-Puffer (50x): 2 M Tris, 0,5 M Essigsaure (100%), 0,05 M EDTA

4.5.10. Gelaufreinigung

Um linearisierte DNA-Fragmente aufzutrennen und aufzureinigen, wurde eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt und die Banden von entsprechender GrofRe aus dem
Agarosegel ausgeschnitten. Fir die Isolierung der DNA aus der Agarose wurde das NucleoSpin®
Extract Il Kit von Macherey-Nagel verwendet. Dafiir wurde das ausgeschnittene Agarosestiick
mit der DNA gewogen, in der entsprechenden Menge NT-Puffer aufgenommen (200 ul NT-
Puffer/100 mg Agarose) und fiir 10 min bei 50°C erwdrmt, um die Agarose zu l6sen. Die Losung
wurde auf die Sdule gegeben und zentrifugiert (1 min, 11.000 x g). Mit 600 pl NT3-Puffer
wurde die Sdule gewaschen und zum Trocknen der Saule erneut zentrifugiert (2 min, 11.000 x

g). AbschlieBend wurde die DNA in 15-50 pl NE-Puffer eluiert.

4.5.11. Design von Oligonukleotiden fiir PCR und qPCR

Die Software SECentral (Scientific & Educational Software mit folgenden Add-Ins: Clone
Manager 5, Primer Designer 4, Align Plus 4) wurde zum Designen von Primern fir Standard-
PCR und gPCR verwendet. Dazu wurde die Gensequenz im Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/) oder bei Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) gesucht
und die Sequenz (fiir Standard-PCR: genomische Sequenz, fir gPCR: mRNA-Sequenz) in den
Clone Manager 5 kopiert. AnschlieBend wurden die Exons beschriftet und Uber Primer

Designer 4 geeignete Primer gesucht. Folgende Bedingungen wurden fiir die Suche genutzt:
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GC-Gehalt sollte zwischen 40% und 60% sein, keine Primerdimere und drei und mehr gleiche
auf einander folgende Basen sollte vermieden werden. Des Weiteren wurde im Genome
Browser die spezifische Bindung der Oligonukleotide Uberprift und ob die
Schmelztemperaturen (Tm) beider Primer zueinander passen. Dazu wurde der web-basierte
Tm-Rechner von Applied Biosystems (http://www6.appliedbiosystems.com/support/
techtools/calc/) verwendet. Besondere Anforderungen wurden an die Primer fiir qPCR gestellt:
die Schmelztemperatur sollte um 60°C liegen, das zu amplifizierende Fragment sollte zwischen
100 und 200 bp lang sein und in verschiedenen Exonen bzw. ein Primer (iber eine Exongrenze
binden, so dass eine Amplifikation genomischer DNA von der Vervielfaltigung von cDNA unter-

schieden werden kann.

4.5.12. Sequenzierung

Fiir die Uberpriifung und Analyse von DNA-Sequenzen wurde eine Form der Kettenabbruch-
Synthese nach Sanger angewandt, die auf Fluoreszenzfarbstoffe basiert. Hierbei bewirken
fluoreszenzmarkierte ddNTPs (Didesoxy-NTPs) einen Kettenabbruch beim cycle sequencing
(Sanger et al.,, 1977), so dass Fragmente unterschiedlicher Liange entstehen. In einer
Gelelektrophorese werden die Fragmente aufgetrennt und daraus ist die DNA-Sequenz
ableitbar. Zur Uberpriifung der DNA-Sequenz wurden Proben fiir Sequenzierreaktionen
vorbereitet. Dazu wurden 600 bis 700 ng Plasmid-DNA bzw. 50-250 ng DNA von PCR-
Produkten in Abhangigkeit von der GroRe des Produktes eingesetzt. Als Primer wurden
geeignete Oligonukleotide der PCR als auch der gPCR in einer Konzentration von 20 pmol
verwendet. Das Gesamtvolumen des DNA- und Primer-Gemisch betrug routinemalig 7 pl. Die

Sequenzierung wurde von der Firma Seqlab (Gottingen) durchgefihrt.

4.6. Proteinanalytische Methoden

4.6.1. Protein-Isolation

4.6.1.1. Proteinextraktion aus Gewebe

Um Proteine aus Gewebe zu isolieren, wurde ein Gewebestlick (~50 mg) auf Trockeneis
eingewogen und in Lysing Matrix D Reaktionsgefdlle mit 10x Volumen Lysispuffer zerkleinert
(3x 15 sec, Stufe 4,5). Als Lysispuffer wurde entweder der 2x SDS-Lysispuffer zur Extraktion
samtlicher Proteine oder der E1A-Lysispuffer, versetzt mit Protease-Inhibitoren, zur Extraktion
geloster Proteine aus dem Gewebe verwendet. Zwischen den einzelnen Zerkleinerungsstufen
wurden die Proben fiir mind. 1 min auf Eis gelagert, um eventueller Degradation durch

Proteasen vorzubeugen. Nach kompletter Zerkleinerung des Gewebes wurde der Uberstand in
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ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tiberfihrt und anschlieRend fiir 10 min bei 16.000 x g und 4°C
zentrifugiert, um samtlichen Zelldebris zu pelletieren. Der Uberstand wurde erneut

abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2x SDS-Lysispuffer: 100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 20% Glycerin, 4% SDS
E1A-Lysispuffer: 50 mM HEPES (pH 7,0-7,5), 150 mM NaCl, 0,1% NP40

Protease-Inhibitoren

Trasylol (Stocklosung 10 mg/ml, in H,0) — 1:500

Pepstatin A (Stocklosung 1 mg/ml, in Ethanol) — 1:1000
Leupeptin (Stockldsung 1 mg/ml, in H,0) — 1:1000
PefaBlock (Stocklésung 100 mg/ml, in 50% Glycerol) — 1:200

4.6.1.2. Proteinextraktion aus Zellen

Fir die Proteinisolierung aus eukaryotischen Zellen wurden die Zellen einer konfluenten
Zellkulturschale (6-well) mehrfach mit PBS gewaschen und anschlieRend 200 pl Lysispuffer
(2x SDS-Lysispuffer oder E1A-Puffer mit Protease-Inhibitoren) auf die Zellen gegeben; mit
einem Gummischaber wurden die Zellen vom Boden geldst. Durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren wurden die Zellklumpen zerkleinert und die Suspension in ein 1,5 ml

ReaktionsgefaR tberfihrt und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

4.6.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

4.6.2.1. Bradford-Test

Die Bradford-Methode dient der photometrischen Bestimmung von Proteinkonzentrationen in
Losungen. Dafiir wird der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 verwendet, dessen nicht
gebundene, kationische Form sein Arbsorptionsmaximum bei 470 nm hat. Durch Bindung an
Proteine verschiebt sich das Arbsorptionsmaximum des Farbstoffs, das nun als anionische
Sulfonatform stabilisiert wird, zu 595 nm. Der Nachteil der Methode liegt im begrenzten
Einsatz von bestimmten Lysispuffern, denn Detergenzien wie SDS oder Denaturierungs-
substanzen wie DTT oder Harnstoff storen die Reaktion, so dass dieser Test zur
Proteinbestimmung nur bei Verwendung von E1A-Lysispuffer angewandt werden konnte. Fir
die Messung wurde das Bradford-Reagenz 1:5 mit dH,0 vermischt und 2 ul der Proteinproben
dazugeben. Zur Bestimmung der Konzentration wurde bei jeder Messung eine BSA-

Standardreihe mitgefahren. Die zu untersuchenden Proteinproben wurden in mehreren
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Verdinnungsstufen gemessen. Anschliefend wurde die Konzentration der Proben anhand der

BSA-Reihe ermittelt.

Bradford-Reagenz: 100 mg Coomassie-Brilliant-Blau G250, 50 ml 95% Ethanol, 100 ml

Phosphorsaure, auf 200 ml mit H,O auffillen

4.6.2.2. BCA-Proteinassay

Eine weitere Moglichkeit zur Quantifizierung der totalen Proteinmenge ist die Verwendung des
BCA-Assays, der mit Detergenzien kompatibel ist. Hierbei wird die Reduktion von
zweiwertigem zu einwertigem Kupferion und die anschlieRende Bindung an zwei Molekile
Bicinchoninsdure (BCA) genutzt. Die Absorption wird bei einer Wellenlange von 562 nm
ermittelt. Zu Beginn wurden BCA-L6sung A und BCA-L6sung B im Verhaltnis 50:1 vermengt und
zu 1 ml des BCA-Ansatzes wurden jeweils 5 ul der Proteinproben dazugegeben und vermischt.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fir 30 min bei 37°C im Dunkeln mit nachfolgender
Messung der Absorption. Auch hier wurde bei jeder Messung eine BSA-Standardreihe

mitgefahren und die Proteinkonzentration anhand dieser bestimmt.

4.6.3. SDS-PAGE

Diese Methode ist eine Form der Gelelektrophorese, bei der Proteine hauptsachlich nach
ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die SDS-PAGE
(Sodium dodecylsulfate polyarcylamide gel electrophoresis) wird zur Analyse von denaturierten
Proteinen verwendet, als Trennungsmatrix dient ein Polyacrylamidgel, dem SDS, ein
anionisches Detergenz, beigesetzt ist, welches die Eigenladungen der Proteine lberdeckt.
Polyacrylamidgele (PAA-Gele) sind relativ kleinporig (3-6 nm), die PorengréRe ist abhangig von
der Konzentration des Acrylamids sowie vom Vernetzungsgrad. Kleine Molekile sind in der
Lage, schneller durch die Poren zu wandern als groRere. Dementsprechend sind nach der
Elektrophorese die Proteine ihrer GréBe nach im Gel angeordnet und konnen (iber

verschiedene Methoden, z.B. Silberfarbung oder Western Blot, sichtbar gemacht werden.
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Tabelle 6: Zusammensetzung der verwendeten Polyacrylamid-Gele (2x)

Trenngel
Sammelgel
8% 10%

H,O dest. 4,73 ml 4,1 ml 2,8 ml
Acylamidstammlsg. 30% 2,67 ml 3,3ml 670 ul
Trenngelpuffer 2,5ml 2,5 ml Sammelgelpuffer 500 pl
TEMED 6 ul 4 ul 4 ul

10% (w/v) APS 100 pl 100 pl 40 pl

Zuerst wurde das Trenngel in gewlinschter Konzentration unter Verwendung einer Gelkammer
luftblasenfrei gegossen. Hierbei war zu beachten, dass APS und TEMED zuletzt dazugegeben
wurden, da diese die Polymerisation des Gels einleiten. Das Gel wurde sofort mit einer Schicht
Isopropanol bedeckt, um eine gerade Grenzflache zu erhalten. Nach der Polymerisation des
Trenngels konnte das Sammelgel gegossen werden. Zuvor wurde das Isopropanol sorgfaltig
durch Spiilen mit dH,0 entfernt und die Gelkante mit Whatman-Papier getrocknet. Das
Sammelgel wurde ebenfalls ziigig verarbeitet und ein gesdauberter Kamm zur Ausbildung der
Taschen in das Sammelgel gesteckt. Nach Aushédrten des Sammelgels konnte das Gel fir die
SDS-PAGE verwendet werden. Die Proteinproben wurden mit 6x Probenpuffer versehen, fir
5 min aufgekocht und anschlieBend aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei
10-12 mA fir das Sammelgel und 20-24 mA fiir das Trenngel bei angepasster Spannung. Als

GrolRenkontrolle wurde ein Molekularmarker der Firma Biorad mitgefihrt.

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% SDS

Sammelgelpuffer: 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,8% SDS

6x SDS-Probenpuffer: 130 mM Tris-HCI (pH 8,0), 20% Glycerin, 4,6% SDS, 10% B-Mercapto-
ethanol, 0,2 g Bromphenolblau in H,0

SDS-Laufpuffer: 25 mM Trizma Base, 200 mM Glycin (pH 8,3), 0,1% SDS

4.6.4. Western Blot

Als Western Blot (oder auch Immunblot) wird der Transfer von Proteinen von einem Acryl-
amidgel auf eine Membran, z.B. Nitrocellulose- oder PVDF-Membran, bezeichnet. Nachfolgend
kénnen die Proteine durch die Bindung spezifischer Antikorper detektiert werden. Zuvor muss
das Proteingemisch elektrophoretisch aufgetrennt werden. Blotten meint im engeren Sinne

nur das Ubertragen der Proteine auf eine Triagermatrix. Dies geschieht z.B. mit Hilfe des
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»Tankblotting”, bei dem die Membran und das Gel als ,,Sandwich” in Kassetten gelegt werden,
die dann in eine mit Transferpuffer gefiillte Kammer dem elektrischen Feld ausgesetzt werden.
Fiir die Detektion der Proteine wird nach dem Blockieren ein primarer Antikorper
dazugegeben, der spezifisch gegen das entsprechende Protein gerichtet ist, im nachsten Schritt
wird der Uberschissige erste Antikorper weggewaschen und der zweite Antikorper, der an den
konstanten Teil des primaren Antikorpers bindet, zugegeben. Dadurch wird das Signal
verstarkt, da mehrere sekundare Antikdrper an den Primarantikdrper binden. An dem zweiten
Antikorper ist ein Enzym gekoppelt, eine Peroxidase aus dem Meerrettich. Dieses Enzym

katalysiert z.B. die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, wobei Licht emittiert wird.

4.6.4.1. Proteintransfer

Die Proben wurden zuerst gelelektrophoretisch (siehe Kapitel 4.6.3) aufgetrennt und
anschlieRend wurden vier Filterpapiere (Whatman-Papier) und die Nitrocellulose-Membran
(Amersham) auf GelgréRe zugeschnitten. Es wurde ein ,Sandwich” zusammengebaut, zuvor
wurden die Filterpapiere und Vliese mit dem Transferpuffer getrankt. Das Sandwich bestand
von unten (- Pol) nach oben (+ Pol) aus eine Lage Vlies, zwei Filter, gefolgt von dem Gel, darauf
wurde vorsichtig unter zu Hilfenahme einer Pinzette die Membran gelegt. Dann folgten wieder
zwei Filter und zuletzt ein Vlies. Entscheidend war, dass zwischen Gel und Membran sowie
auch zwischen diesen und den Filterpapieren keine Luftblasen vorhanden waren. Potentiell
vorhandene Luftblasen wurden mit einer Walze vorsichtig entfernt. Das Sandwich wurde in
eine Kassette eingebracht, die in den Tank gestellt und mit Transferpuffer bedeckt wurde. Fiir

das Blotten wurden folgende Parameter eingestellt: 70 min, 60 V, RT.

Transferpuffer: 20 mM Tris-HAc und 0,1% SDS (pH 8,3), 20% Isopropanol, in H,0

4.6.4.2. Ponceau-Farbung

Ponceau-S ist ein Azofarbstoff zur Anfarbung von Proteinen auf Nitrocellulose- bzw. PVDF-
Membranen. Die Methode dient der Kontrolle eines erfolgreichen Blottens. Dabei bindet das
Ponceau-S reversibel an Proteine. Die Farbel6sung wurde auf die Membran gegeben und unter
Schwenken fiir wenige Minuten (2-3 min) inkubiert. Wasser spult anschlieRend die Farbe von
der leeren Membran schneller fort, als von den geblotteten Proteinen, wodurch die

Proteinbanden auf der Membran visualisiert werden.

Ponceau-S-Lésung: 1% Ponceau-S in 5%-iger Essigsaure-Losung
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4.6.4.3. Detektion mit Pierce ECL

Nach dem Transfer wurde das ,Sandwich” auseinander gebaut und die Membran mit TBS-T
gespllt. Das Blockieren der freien Bindungsstellen der Membran sowie unspezifische
Proteinbindestellen erfolgte mit einer 5%-igen Milch-Lésung in TBS-T. Der primdre Antikorper
wurde in vorab bestimmter Konzentration dazu gegeben. Die Inkubation fand tber Nacht bei
4°C auf dem Schittler statt oder alternativ 1,5 h bei Raumtemperatur. Der Uberschissige
primare Antikérper wurde weggewaschen, indem die Membran einmal kurz mit TBS-T gespdilt
wurde und dann anschlieBend 3x 10 min ebenfalls mit TBS-T auf dem Schiittler gewaschen
wurde. Der zweite Antikorper wurde zur Membran gegeben, welcher 45 min bei
Raumtemperatur schiittelnd einwirkte. Der Uberschissige zweite Antikérper wurde wie der
erste weggewaschen: 1x mal kurz spiilen und 3x 10 min in TBS-T waschen.

Fir die Anwendung des ECL-(enhanced chemiluminescent substrate) Kits von Pierce wurde
zuvor die Arbeitslosung frisch angesetzt. Die Anwendung des Kits erfolgte nach
Herstellerangaben. Die Membran wurde in eine Filmkassette mit der Proteinseite nach oben
gelegt. Auf die Membran wurde nun die fertige ECL-Arbeitslosung gegeben und die Membran
mit einer Folie bedeckt. Nach einer Inkubationszeit von einer Minute wurden zur Visualisierung

Rontgenfilme belichtet und anschlieend entwickelt.

TBS-T: TBS, 0,1% (v/v) Tween20

4.6.4.4. Membran-Stripping

Wenn eine Membran fiir mehrere Antikorperentwicklungen verwendet wurde, musste sie
dazwischen ,gestrippt” werden, d.h. die primaren und sekundaren Antikérper wurden mit
Hilfe einer Strip-Losung entfernt. Dazu wurde erst die ECL-L6sung von der Membran entfernt
(4x 5 min Waschen mit TBS-T), im Anschluss daran wurde die Membran mit der Strip-Losung
bedeckt und 10-15 min schittelnd inkubiert. Darauffolgend wurde die Membran mit TBS-T
gespllt, 2x 10 min mit TBS-T auf dem Schiittler gewaschen und anschliefend erneut mit einer

5%-igen Milch-Losung in TBS-T blockiert.

Strip-Lésung: 0,1 M Glycin (pH 2,5), in H,0
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4.6.5. ELISA — Enzym-gekoppelter Inmunadsorptionstest

Das ELISA-Verfahren ist ein antikdrperbasiertes Verfahren zum Nachweis von Proteinen, Viren
oder auch niedermolekularen Verbindungen (z.B. Hormone, Toxine, Antikdrper). Dabei wurde
eine spezielle Variante des ELISA angewandt: der Sandwich-ELISA. Fiir das Verfahren wurden
zwei verschiedene Antikorper, die das gleiche Protein an unterschiedlichen Epitopen binden,
verwendet. Zuerst wurden die Vertiefungen einer speziellen Mikrotiterplatte (Maxisorb, Nunc)
mit dem ersten Priméarantikérper (Beschichtungsantikorper, Verdinnung 1:100 in PBS)
beschichtet: 100 pl/96-well, die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C. AnschlieRend wurde
die Platte zweimal mit PBS gewaschen (200 upl PBS/96-well). Zum Abséattigen freier
Bindungsstellen folgte ein Blockierungsschritt mit 5% Milch in PBS (200 pl/96-well) fur
mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur. Als nachstes wurde die Proteinlosung (20 ug
Protein in 100 pl PBS) in die Vertiefungen gegeben und bei 37°C fiir 90 min inkubiert. Die
Proteinldsung wurde verworfen und die Platte 3x mit PBS (200 pl/96-well) gewaschen, um
ungebunden Proteine zu entfernen. Es folgte die Inkubation mit dem 2. Primarantikdrper
(Detektionsantikorper, Verdiinnung in 5% Milch 1:500), erneut bei 4°C Gber Nacht. Es entsteht
das sogenannte Sandwich: das zu untersuchende Protein ist zwischen den beiden Antikérpern
gebunden und sie bilden einen Antikorper-Protein-Antikérper-Komplex. Am folgenden Tag
wurde der Uberschissige Antikérper durch viermaliges Waschen mit PBS entfernt und der
HRP-gekoppelter Sekundarantikoérper, der gegen die Spezies des 2. Primarantikdrpers gerichtet
ist (Verdinnung in 5% Milch 1:5000) in die Vertiefungen pipettiert und fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen der Platte mit PBS erfolgte
die Detektion mit Hilfe des Substrats OPD (o-Phenylenediamin-Dihydrochlorid, Sigma). Das
Substrat in Tablettenform wurde zuvor in 20,6 ml 0,2 M Na,HPO, gel6dst, dann wurden der
Losung 19,4 ml 0,1 M Zitronensaure (pH 5,0) und 20 pl H,0, zugegeben und durchmischt. Von
dieser klaren Substratlosung wurden 100 pl in die Vertiefungen pipettiert und nach ca.
5 mindtiger Inkubation die Reaktion mit 100 pul 2 N HCl pro Vertiefung gestoppt. Der

Farbumschlag zu Gelb-Braun wurde bei 492 nm analysiert.

4.6.6. Immunoprazipitation

Die Immunoprazipitation (IP) dient der Analyse von Interaktionspartnern eines Proteins, die
mittels AntikOrper in einer Losung angereichert werden. Dabei wird ein Antikdrper an
Sepharosekiigelchen gekoppelt, der in einem Gewebelysat sein spezifisches Protein bindet und

dieses samt weiteren gebundenen Proteinen heraus prazipitiert. Nachfolgend kdnnen die
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mitgebundenen Proteine Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe von Western Blots
detektiert werden.

Zu Beginn wurden 2 ml Sepharosekiigelchen (Amersham Biosciences) in 20% Ethanol
abgenommen und dreimal mit ddH,0 gewaschen, zwischendurch wurden die Kiigelchen fir
3 min bei 300 x g und 4°C zentrifugiert. Anschliefend wurde die Sepharose mit E1A-Puffer
aquilibriert: die Kiigelchen wurden dreimal mit dem Puffer gewaschen und nachfolgend in
10-fachem Volumen der Kiigelchen in E1A-Puffer aufgenommen. Fiir die IP wurden jeweils
10 ul Sepharosekiigelchen verwendet, die mit 2 ug eines bestimmten Antikdrpers schittelnd
inkubiert wurden (4°C, Giber Nacht). Am Folgetag wurden die ungebundenen Antikdrper durch
dreimaliges Waschen mit 500 pl E1A-Puffer entfernt (Zentrifugation: 300 x g, 3 min, 4°C) und
die Sepharosekiigelchen abschlieRend in 500 ul E1A-Puffer mit Protease-Inhibitoren ein
weiteres Mal dquilibriert. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand
abgenommen und 50-2000 pg Proteinlysat zu den Sepharosekiigelchen gegeben (Endvolumen
300 ul). Der Ansatz inkubierte 1 h bei 4°C mit standigem Schuitteln, danach wurde er dreimal
mit 500 pl E1A-Puffer gewaschen (Zentrifugation: 300 x g, 3 min, 4°C). Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand entfernt und das Pellet fiir die anschlieBende SDS-

PAGE in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und bei 95°C fiir 5 min aufgekocht.

4.7. Computer-assistierte Analysen

4.7.1. Analyse der GefaRRdichte mit Hilfe von Image)

Fir die quantitative Auswertung von CD31-Immunfluoreszenzfarbungen wurde die Software
Image) verwendet. Von den Farbungen wurden konfokale Aufnahmen (10x Luft-Objektiv,
0,7x Scanzoom) erstellt. Zuerst wurde ein Schwarz-weil-Bild des entsprechenden Kanals
(CD31-positiv — griiner Kanal) erzeugt, an dem der Grenzwert so eingestellt wurde, dass alle
CD31" Zellen als Pixel, aber kein zusatzlicher Hintergrund erkannt wurde. Dabei wurden alle
positiven Bereiche, die kleiner als 19 pm’ waren, nicht als GefiRe gezshlt und
dementsprechend fiir die Analyse nicht berlicksichtigt. Die Einstellungen wurden so gewabhlt,
dass positive Bereiche kleiner 19 pm?, die moglicherweise keine GefiRe darstellten, fur die
Analyse nicht beriicksichtigt wurden. Die Anzahl, Gro8e und Gesamtflache der CD31-positiven
Partikel wurden anschlieBend ermittelt und konnten dann mit Hilfe der GraphPad Prism
Software ausgewertet werden. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des zweiseitigen-t-Tests fir

unabhangige Stichproben ermittelt.
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Abbildung 15: Einstellungen fiir die Partikelanalyse

4.7.2. GraphPad Prism fiir die statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version 4. Soweit
nicht anders angegeben wurde der zweiseitige t-Test flir unabhéangige Stichproben
(Studentischer t-Test) mit 95% Zufriedenheitsintervall verwendet. Fir die Signifikanz-
berechnung der Uberlebenskurven der verschiedenen Mauslinien wurde der Chi*-Test
zugrunde gelegt. Die Bedeutung und Darstellung der p-Werte ist in nachfolgender Tabelle

aufgeschlisselt.

Tabelle 9: Bedeutung und Darstellung der Signifikanz

p-Wert Beschreibung Darstellung

>0,05 Nicht signifikant -
0,01-0,05 Signifikant *
0,001-0,01  Sehr signifikant *ok

<0,001 Extrem signifikant Hokk
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5. Ergebnisse

5.1. Einfluss von mutiertem p53 (mutp53) im WAP-T Mammakarzinom-

Mausmodell

Da Mutationen im p53-Gen in der Halfte aller Tumore und in knapp 25% aller
Mammakarzinome auftreten, war es Ziel dieser Arbeit u.a. herauszufinden, ob die Expression
bestimmter p53-Mutationen die Aggressivitat der Erkrankung erhoht. Fir die Untersuchungen
des Einflusses von mutierten p53 auf die Tumorprogression wurde das in der
Abt. Tumorvirologie (HPI) bereits etablierte WAP-T Mausmodell verwendet (Schulze-Garg et
al.,, 2000; Krepulat et al., 2005; Heinlein et al., 2008). Dazu wurden die Effekte von zwei
verschiedenen p53-Mutanten untersucht, die haufig in humanen Brustkrebs vorkommen: an
der Aminosaure-Position 248 (entspricht in der Maus der Position 245) wurde Arginin (R) durch
Tryptophan (W) ersetzt und an der Position 273 (in der Maus: 270) wurde Arginin durch
Histidin (H) ausgetauscht (IARC-Datenbank, R15 Nov. 2010, Petitjean et al., 2007). Frihere
Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die gewebsspezifische Expression von
mutp53 in der Brustdriise von BALB/c-Mduse allein nicht ausreicht, um ein Tumorwachstum zu
induzieren (Heinlein, 2006). Die meisten beschriebenen onkogenen Funktionen von mutp53
(mutp53 GoF) wurden zuerst in einem p53-negativen Hintergrund beobachtet, da ein
dominant-negativer Effekt von mutp53 aufgrund des Fehlens von Wildtyp-p53 ausgeschlossen
werden konnte (Wolf et al., 1984; Shaulsky et al., 1991a; Dittmer et al., 1993). Fir die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde aus diesen Griinden entschieden,
WAP-T Mause als induzierbares Modell fiur Mammakarzinome zu verwenden. WAP-T Mause
tragen die friihe Region des SV40 als Transgen unter Kontrolle des WAP-Promotors. Nach
Induktion des Transgens wird T-Ag spezifisch in den luminalen Zellen der Brustdriise exprimiert
und sorgt u.a. fur eine funktionelle Inaktivierung von wtp53. Nach 6-8 Monate entstehen die
ersten makroskopischen Tumore. Wegen einfacherer Ziichtung wurde in dieser Arbeit
ausschlieBBlich mit der WAP-T-NP8 Mauslinie gearbeitet. Fiir eine gewebsspezifische Expression
von mutp53 in den Tumorzellen wurden bitransgenen Mauslinien durch Kreuzen von
monotransgenen WAP-mutp53 Linien mit WAP-T-NP8 generiert (WAP-T-NP8xWAP-
mutp53¥*Y bzw. WAP-T-NP8XWAP-mutp53*™ Mauslinien, siehe 3.1.1). AnschlieRend
wurden diese bitransgene Mause mit der monotransgenen WAP-T-NP8 Mauslinie verglichen.
Mono- und bitransgene Mdause weisen ahnliche Expressionslevel von T-Ag auf, so dass Effekte,
die auf der Expression von T-Ag beruhen, in allen Linien gleich sind und auRer Acht gelassen
werden konnen. Die Expression von mutp53 ist in den monotransgenen WAP-mutp53

Mauslinien verschieden: so zeigen Tiere der W10 und H8 Linien wahrend der Laktation eine
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starke Expression des Proteins, wahrend W1 eine intermedidre, W4 und H22 eine geringe
mutp53-Expression aufweisen (Krepulat et al., 2005). Die Linien-spezifische mutp53-Expression
ist ebenfalls in den bitransgenen Mausstdmmen wiederzufinden. Die Planung und erste
Datensammlung fiir die Auswertung der verschiedenen Tumormaus-Kohorten wurden bereits
von Dr. F. Krepulat und Dr. C. Heinlein (Abt. Tumorvirologie, HPI) erhoben. Im weiteren Verlauf

der Arbeit werden Linien wie in Tabelle 10 bezeichnet:

Tabelle 10: Nomenklatur der Mausstamme und Expressionslevel von mutp53 wahrend der Laktation

mutp53-

Nomenklatur Expressionslevel Abkirzung
WAP-T-NP8 @ NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53**" -w10 hoch W10-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53*+" -w1 mittel W1-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53*+" w4 gering W4-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53*"*-H8 hoch H8-NP8
WAP-T-NP8XWAP-mutp53™"*"-H22 sehr gering H22-NP8

5.1.1. Phanotypischer Vergleich mono- und bitransgener Mause

Um den Gain of function einer mutp53-Expression in einem funktionellen p53-Null-
Hintergrund zu untersuchen, wurden die Linien zuerst phanotypisch charakterisiert. Dazu
wurden das Uberleben der Tiere, die Tumorlast, der Malignititsgrad der Tumore sowie die

Entwicklung pulmonaler Metastasen verglichen.

5.1.1.1. Uberlebensrate

Die phanotypische Analyse wurde zunidchst mit der Untersuchung des Uberlebens der
verschiedenen Mauslinien nach einmaliger Induktion begonnen. Dazu wurden acht Wochen
alte Tiere einmal verpaart und nach ca. 8-10 Monaten aufgrund des Erreichens der
Praparationskriterien (TumorgroRe und/oder schlechter Allgemeinzustand) getotet und
prapariert. Es galt zu beobachten, ob die Expression von mutp53 in den bitransgenen Mausen

zu einer veranderten Uberlebensrate fiihrt.
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Abbildung 16: Uberlebenskurven der verschiedenen Mauslinien

Bitransgene Mauslinien zeigen keine deutlichen Unterschiede in der Uberlebensrate im Vergleich zu den
monotransgenen NP8. Die Tiere erreichten die Kriterien flir Praparationen durchschnittlich im Alter von 245 Tagen.
Ausnahme ist die H8-NP8 Linie: die Mduse wurden im Durchschnitt 294 Tage alt (ChiZ-Test, P< 0,0001).

Anhand der Abbildung wird offensichtlich, dass es keinen grolRen Unterschied in den
Uberlebenskurven der verschiedenen bitransgenen Linien im Vergleich zur NP8 Linie gibt. Die
Tiere der NP8 Linie wurde durchschnittlich im Alter von 245 Tagen (ca. 8 Monate), die der
W10-NP8 nach 261 Tagen, Tiere der W1-NP8 Linie nach durchschnittlich 254 Tagen, die der
W4-NP8 Linie im Alter von 242 Tagen und die H22-NP8 Mause nach ca. 241 Tage prapariert.
Eine bessere Uberlebensrate wiesen die Tiere der H8-NP8 Linie auf, diese wurde im

Durchschnitt erst nach 294 Tagen (knapp 10 Monate) prapariert.

Die bessere Uberlebensrate der H8-NP8 Mauslinie lasst sich durch zwei Hypothesen erkliren:
entweder weisen diese Mause eine verzogerte Tumorinitiation oder eine veranderte Kinetik
des Tumorwachstums auf. Um dies zu beantworten, wurden Latenz zwischen Induktion und
Tumorwachstum sowie Wachstumskinetik fir NP8 und H8-NP8 Mause bestimmt. Grundlage
der Berechnung war das Wurfdatum, da zu diesem definierten Zeitpunkt die
Transgenexpression aktiv war. Zuerst wurde der Zeitpunkt der Tumorinitiation bestimmt: ca.
140 Tage nach dem Wurf wurden in NP8 Mausen erstmals Tumore entdeckt, bei H8-NP8
Mausen traten Tumore durchschnittlich erst nach 191 Tagen auf. Das Praparationskriterium
war in beiden Linien ca. 25 Tage nach der Entdeckung des ersten Tumors erreicht, also bei NP8
nach ca. 164 Tagen und bei H8-NP8 nach 217,5 Tagen (Tabelle 11). Das Tumorwachstum ist in
beiden Linien vergleichbar und wird offenbar nicht durch die mutp53-Expression beeinflusst. In

Bezug auf die Tumorinitiation konnte ermittelt werden, dass in H8-NP8 Tieren der
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Wachstumsbeginn von Tumoren deutlich verzégert war als im Vergleich zu NP8 Mausen, was

das spatere Erreichen der Praparationskriterien erklart.

Tabelle 11: Zusammenfassung des Tumorwachstums bezogen auf NP8 und H8-NP8

Zeitraum von Induktion (Wurf)

bis Zeitpunkt des Ereignisses (Tage + SEM)

Beginn Tumorwachstum Praparation = Wachstumsdauer

NP8 (n=93) 140,1 + 4,126 164,1 + 4,341 24,0
H8-NP8 (n=21) 191,0 £ 12,47 217,5+ 12,85 26,5

Unterschied

. . 50,91 + 10,49 53,42 + 10,96
zwischen den Linien

5.1.1.2. Tumorlast

Nachfolgend wurde die Anzahl der Tumore pro Maus ermittelt. Wahrend der Prdparation
wurden alle acht murinen Mammagewebe makroskopisch begutachtet und Tumore
vermessen. Bei multiplen Tumoren einer Brustdriise wurden samtliche Tumore vermessen und
in die Auswertung mit einbezogen. Als Tumor gewertet wurden Gewebsverdanderungen bzw.
Knotchen, die aus einer Brustdriise heraus entstanden sind und eine Grofe von mind. 0,3 cm
im Durchmesser aufwiesen. Bei der Auswertung wurden ausschlieBlich Mammakarzinome

bericksichtigt.

L T

_|

Tumore pro Maus
b

(n=162)| | (n=28)]| | (n=31)]| | (n=26)
w10 w1 w4 H8 H22

7} p53R245W p53R270H
WAP-T-NP8

Abbildung 17: Anzahl der Tumore pro Maus
Ermittelt wurde die Zahl der Tumore grofRer 0,3 cm, die eine Maus durchschnittlich pro Linie entwickelt. Dabei
wurden mittels t-Test keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

NP8 Tiere entwickeln im Durchschnitt 2,8 Tumore pro Tier. Die Anzahl der Tumore in Mausen,
die die R245W-Mutation exprimieren, ist leicht erhoht: W10-NP8 entwickeln durchschnittlich
3,4, W1-NP8 3,0 und die W4-NP8 3,2 Tumore pro Maus. Hingegen weisen die Mause mit
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mutp53R27OH

eine etwas verringerte Anzahl an Tumoren (~2,5 pro Tier) auf. Bezlglich der
Tumorlast lasst sich kein signifikanter Einfluss (Studentischer t-Test) von mutp53 beobachten.
Dennoch ist eine Tendenz einer erhdhten Tumorlast in W10-NP8 offensichtlich, was sich

R245W

moglicherweise auf den Einfluss von mutp53 zurlickfiihren lasst.

5.1.1.3. Klassifizierung der Mammakarzinome (Grading)

Fiir nachfolgende Analysen wurden die Tumore wahrend der Praparation der Tumortiere
geteilt. So wurde jeweils ein Teil in Stickstoff schockgefroren, in Kryomatrix eingebettet bzw.
mittels Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und anschlieBend histochemisch gefarbt.
Hamalaun und Eosin (H&E) Farbungen wurden standardmaRig an allen entnommenen
Tumoren durchgefiihrt, damit diese durch den Pathologen Prof. Udo Schumacher (UKE, Institut
fiir Anatomie und Experimentelle Morphologie) begutachtet und klassifiziert werden konnten.
Die Einteilung der Malignitatsgrade erfolgte anhand der Richtlinien zur Klassifizierung muriner
Mammakarzinome (Cardiff et al., 2000). Nicht invasive, intraepitheliale Neoplasien werden
hierbei dem Grad 0 zugeordnet, gut bis maRig differenzierte, invasive Adenokarzinome werden
als Grad 1 bzw. 2 bezeichnet, wahrend schlecht differenzierte bis undifferenzierte invasive
Adenokarzinome dem Grad 3 und 4 entsprechen. In der folgenden Auswertung wurden zur
Vereinfachung Grad 1 und 2 als differenzierte, Grad 3 und 4 als undifferenzierte Mamma-

karzinome zusammengefasst.
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Abbildung 18: Histologische Klassifizierung der Mammakarzinome
Dargestellt ist die prozentuale Beurteilung der Mammakarzinome und Einteilung in differenzierte (Grad 1 und Grad
2) und undifferenzierte (Grad 3 und Grad 4) Karzinome.
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Die graphische Darstellung zeigt die Aufteilung der klassifizierten Mammakarzinome in
differenzierte und undifferenzierte Tumore fiir die verschiedenen Mauslinien. Dabei ist zu
erkennen, dass NP8 Mause ca. 50% differenzierte und undifferenzierte Mammakarzinome
entwickeln. Ein dhnliches Muster ist auch in den Tumoren der H22-NP8 Mause zu finden.
Mause der W4-NP8 als auch der H8 -NP8 Linie entwickeln geringfligig mehr differenzierte
(56%) als undifferenzierte (44%) Tumore. Interessanterweise war zu beobachten, dass W10-
NP8 und W1-NP8 Maduse vermehrt undifferenzierte (~65%) als differenzierte (~35%)

R245W

Mammakarzinome entwickeln. Mause, die eine mittlere bis starke mutp53 -Expression

aufweisen, tendieren somit zur verstarkten Entwicklung undifferenzierter Tumore.

5.1.1.4. Metastasierung

Die haufigste Todesursache bei Brustkrebspatientinnen ist nicht der Brustkrebs selbst, sondern
die Streuung von Tumorzellen (Disseminierung) in entfernte Organe und ihr Heranwachsen zu
Metastasen (Robert-Koch-Institut, 2010). Es wird vermutet, dass Mutationen im p53-Gen dies
noch verstarken (Lang et al., 2004; Olive et al., 2004; Song et al., 2007). Je nach Tumorart
werden bestimmte Organe von Tumorzellen bevorzugt besiedelt. Bei Brustkrebspatientinnen
werden ofter Metastasen im Knochenmark, in Leber und Lunge sowie im axillaren
Lymphknoten gefunden (Hess et al.,, 2006). In der folgenden Analyse wurden aus diesem

Grund die Lungen der praparierten Mause auf das Vorhandensein von Metastasen untersucht.
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Abbildung 19: Entwicklung von pulmonalen Metastasen

Mduse mit mutp53»R245W (speziell W10-NP8 und W1-NP8) entwickelten 3- bis 4-fach mehr Lungenmetastasen im
Vergleich zu NP8 Tieren. Die Metastasierungsrate in den Mauslinien mit mutp53R270H dhnelte der von
monotransgenen NP8 Mausen. Pro Tier wurde ein Schnitt der Lunge H&E gefarbt und auf Vorhandensein von
Metastasen begutachtet (t-Test, Signifikanz bezogen auf NP8).
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Monotransgene NP8 Mause, die ein Mammakarzinom tragen, entwickeln in ca. 7% der Falle
Metastasen in der Lunge. Die Linien W10-NP8 und W1-NP8, die mutp53****" auf mittlerem bis
starkem Niveau wahrend der Laktation exprimieren, weisen eine 3- bis 4-fach hohere
Metastasierungsrate als NP8 Mause auf, wohingegen W4-NP8 Tiere, die mutp53 nur auf
geringem Level exprimieren, nur eine leicht erhohte Tendenz zur Metastasierung haben. Dies
kann mit der Expressionsstarke des mutierten Proteins zusammenhangen, aber auch mit dem

RZ70H in den Mamma-

Integrationsort des Gens im Genom. Die Expression von mutp53
karzinomen bitransgener Mause hatte hingegen keinen deutlichen Einfluss auf die Ausbildung
pulmonaler Metastasen. Hier konnte nur eine leichte Tendenz zur erhohten Metastasierungs-

rate in den H8-NP8 Ma&usen beobachtet werden.

5.1.1.5. Mutp53-abhangige Vaskularisierung der WAP-T Mammakarzinome

Eine eigenstandige Vaskularisierung des Tumors wird in der Literatur mit Tumorprogression
und einer erhéhte Metastasierung in Zusammenhang gebracht (Folkman, 1997; Locopo et al.,
1998; Nathanson, 2003). So wurde bereits gezeigt, dass Tumore ab einer GréRe von ca. 3 mm?
pro-angiogenetische Faktoren (z.B. VEGF — vascular endothelial growth factor) in die
Umgebung sezernieren, um die durch Diffusion unzureichende Nahrstoffversorgung des
Tumors mittels GefaBneubildung (Neoangiogenese) zu férdern. Dadurch wird die nutritive
Versorgung des Tumors weiterhin gewahrleistet und bietet auBerdem eine Moglichkeit zur
vereinfachten Disseminierung von Tumorzellen (Folkman, 1971; Klagsbrun and A. D’Amore,
1996; Hicklin and Ellis, 2005; Banerjee et al., 2007). Um zu prifen, ob p53-Mutationen einen
Effekt auf die Tumorvaskularisierung haben, wurde die Anzahl der Blutgefalie der NP8 Tumore
mit der von mutp53-hochexprimierenden W10-NP8 und H8-NP8 Tumoren verglichen. Dazu
wurden 10 um dicke Kryoschnitte angefertigt, die Blutgefdlle mit einem CD31-Antikorper
markiert und mit Hilfe eines Alexa®- bzw. DyLight®-gekoppelten Zweitantikérpers visualisiert.
Um die CD31-Farbung quantitativ zu bestimmen, wurde der gesamte Gewebeschnitt des
Tumors mit Hilfe eines Laser-Konfokalmikroskops (10x Objektiv, 0,7-facher Scan Zoom)
begutachtet und aufgenommen. Fiir die Auswertung wurde die Software Imagel) verwendet,
dazu wurden die Bilder binarisiert und Partikel (Gruppen von mind. 3 zusammenhéngenden

Pixel) analysiert (siehe Kapitel 4.7.1).
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Abbildung 20: Einfluss von mutp53 auf die Vaskularisierung in WAP-T Tumoren

A) Reprasentative Beispiele von Immunfluoreszenzfarbungen auf 10 um dicken Kryoschnitten von WAP-T Tumoren
zur Detektion von endothelialen Zellen bzw. BlutgefiBen (CD31). Mit DRAQS5 wurden die Zellkerne angefarbt,
Bilder wurden konfokal aufgenommen (MaRstab 200 um). B) Abbildung einer binarisierten CD31-Farbung fiir die
Quantifizierung in Imagel, bei der der Threshold bereits eingestellt wurde und unspezifische Signale manuell
entfernt wurden. C-D) Mit Hilfe des Programms ImagelJ wurden die Aufnahmen nach CD31-positiver Flache
ausgewertet. In den Tumoren, die zusitzlich mutp53 exprimieren, konnte eine groRere CD31*-Flache detektiert
werden. (C). Anzahl der CD31*-Partikel pro mm?: bezogen auf die Flache entwickelten sich in den Tumoren mit
mutp53-Expression mehr BIutgef.‘aiBe/mm2 (D). Es wurde jeweils der Mittelwert + Standardfehler dargestellt.

In Abbildung 20A sind Immunfluoreszenzfarbungen von je einem Tumor pro Gruppe
exemplarisch dargestellt. Anhand dieser Farbungen sind bereits die Unterschiede in der CD31-
Farbung offensichtlich. Tumore, die zusatzlich mutp53 exprimieren, weisen im Vergleich zu
NP8 Tumoren groRere und auch eine hohere Anzahl an BlutgefdalSen auf. Nach Auswertung der
Imagel-Ergebnisse konnten die Unterschiede quantifiziert werden: in Abbildung 20C wurde der
prozentuale Anteil der CD31"-Flache in den Tumoren verglichen. In NP8 Tumoren sind ca. 4,7%
der Gesamttumorflache Blutgefdlle, in W10-NP8 Tumoren betrdgt der Anteil der GefidlRe ca.
5,3%. Eine signifikant gréBere CD31"-Fliche weisen die H8-NP8 Tumore auf, dort betrigt die
CD31"-Fliche ungefahr 6,6%. Bezogen auf die Anzahl der CD31*-Partikel pro mm?, also die
Anzahl der GefiRe (bestehend aus mind. 3 zusammenhangenden Pixel) pro mm? sind ebenfalls
signifikante Unterschiede zu erkennen (Abbildung 20D): Tumore, die zusatzlich eine p53-
Mutante exprimieren, entwickeln deutlich mehr BlutgefaRe pro mm?. So weisen NP8 Tumore

ca. 133 CD31"-Partikel pro mm? auf, wahrend bei W10-NP8 Tumoren ein Durchschnitt von 176
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und in H8-NP8 Tumoren ungefiahr 165 CD31"-Partikel ermittelt wurden. Es wird deutlich, dass
Tumore, die zusatzlich mutp53-Protein exprimieren, eine erhdhte Vaskularisierung in Form von

mehr BlutgefaRen pro mm? und eine gesteigerte Anzahl CD31"-Partikeln aufweisen.

Als nachstes wurde die Qualitat der die BlutgefaRe umgebenden extrazelluldaren Matrix durch
Farbungen fir Kollagen IV auf Paraffinschnitten der Tumore untersucht. Kollagen IV gehort zu
den netzbildenden Kollagenen, das von epithelialen Zellen sezerniert wird, und Bestandteil der
Basallamina und der extrazelluldren Matrix (ECM) ist. Kennzeichen vieler Tumore ist die
Fahigkeit, Basalmembranen enzymatisch — vornehmlich durch Matrix-Metalloproteasen —
abzubauen. Durch den Integritdtsverlust der ECM wird die Permeabilitdt der BlutgefaRe lokal
erhoht, was das Einwandern der Tumorzellen in die BlutgefdalRe und damit die Metastasierung
erleichtert (Gerstel et al., 2011). Fur die Analyse der BlutgefaBqualitat wurden die gleichen
Tumore (acht NP8, sechs W10-NP8, finf H8-NP8 Tumore) analysiert, die bereits fir die

Untersuchung der Vaskularisierung verwendet wurden.
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Abbildung 21: Kollagen IV-Farbung an Tumorschnitten

Immunhistochemische Farbungen von Kollagen IV auf Paraffinschnitten von NP8, W10-NP8 und H8-NP8 Tumoren.
In den Tumoren sind heterogene Kollagen IV-Muster zu beobachten: A) Kollagen IV ist vornehmlich um GefiRe
lokalisiert. B) Das Kollagen ist im Tumor diffus verteilt, unabhangig von GefdRen. C) Jede Gruppe enthalt Tumore,
die einen lokalen Abbau von Kollagen IV (Pfeile) aufweisen (MaRstab: Reihe A+B weil 100 um, schwarz 75 um,
Reihe C 50 um).
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Innerhalb jeder Gruppe weisen die Tumore ein heterogenes Kollagen IV-Muster auf. In einigen
Tumoren sind BlutgefaRRe in kompakte Kollagenschichten eingebettet. Andere Tumore weisen
eine relativ diffuse Kollagen-Verteilung auf, die nicht immer mit der Anwesenheit von
BlutgefaBen korreliert. Generell ldsst sich feststellen, dass in den meisten Tumoren die Gefidl3e
von einer dichten, kompakten Kollagen IV-Schicht umgeben sind, die keine Anzeichen einer
Degradation zeigt. Nur vereinzelt lassen sich Degradationen erkennen, aber auch hier ist kein

deutlicher Unterschied zwischen den Gruppen sichtbar.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mutp53-exprimierende Tumore eine erhdhte
Vaskularisierung aufweisen, was mit verstarktem Tumorwachstum, Invasivitdit und
Metastasierung korreliert (Locopo et al., 1998). Mit Hilfe der Kollagen IV-Farbung wurde die
Qualitat der BlutgefdaBe untersucht, die aber keine Unterschiede zwischen den Mauslinien

aufzeigte.

Die phanotypische Analyse der verschiedenen Mauslinien zeigte, dass alle Linien zur
Metastasierung befdhigt sind. Obwohl kein Unterschied in der Qualitat der BlutgefaRe mittels
Kollagen IV-Farbung nachgewiesen werden konnte, ist eine erhdhte Permeabilitdt der Gefille
nicht ausgeschlossen, was die Invasivitdt der Tumorzellen belegt. So konnten Tumorzellen
innerhalb eines Blutgefdfes u.a. in einem NP8 Tumor nachgewiesen werden; dies wurde durch

eine T-Ag-Farbung (IHC) bestatigt.

H&E

NP8
12700-7

Abbildung 22: Disseminierte Tumorzellen im BlutgefaR am Beispiel eines NP8 Tumors

In den H&E-Farbungen wurden Zellen am Beispiel eines NP8 Tumors innerhalb der BlutgefaRe entdeckt. Mit Hilfe
der T-Ag-Farbung wurde der Ursprung der Zellen als Tumorzellen bestatigt (MaRstab der H&E-Farbung 100 um,
MaRstab der T-Ag-Farbung 50 um).

Im WAP-T Mausmodell wurde der Effekt von zwei p53-Hotspot-Mutanten, die im humanen

Brustkrebs oft vorkommen, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression beider

R245W R270H

Mutanten (mutp53 , mutp53 ) keinen Unterschied beziiglich der Uberlebensrate

aufwies. Ausnahme ist die H8-NP8 Linie: die Tiere erreichten die Praparationskriterien ca. 50
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Tage spater. Dieser Unterschied beruht auf einer verzégerten Tumorinitiation, wahrend die
Wachstumskinetik identisch zu der von NP8 Tumoren ist. Die Expression von mutp53**'*"
flihrte im WAP-T Modell nur tendenziell zu Veranderungen der Aggressivitdt der Tumore, die
sich auch vornehmlich auf die Metastasierung bezieht: H8-NP8 Tiere entwickelten knapp 2-
fach mehr Lungenmetastasen, wahrend die Metastasierungsrate in H22-NP8 identisch zu NP8

Tieren war. Dagegen war der Effekt der mutp53°*+*"

-Expression (speziell die Linien W10-NP8
und W1-NP8) deutlicher: diese entwickelten mehr Tumore pro Maus, welche auch haufiger als
undifferenzierte Tumore klassifiziert wurden. Weiterhin entwickelten die Tiere beider Linien
signifikant mehr pulmonale Metastasen (W10-NP8 4-fach, W1-NP8 3-fach) als NP8 Tiere.

R245W

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass bitransgene Tumore, sowohl mutp53 als auch

RZ70H exprimierende, eine hohere Anzahl an BlutgefiBen pro mm?® Tumorfliche

mutp53
entwickelten als NP8 Tumore. Allerdings wurden keine Qualitatsunterschiede der Blutgefilie
anhand der Kollagen IV-Farbung beobachtet. Somit konnte ein Effekt der p53-Mutationen,
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insbesondere fir mutp53 , auf die Erhohung der Malignitat in den Tumoren beobachtet

werden.

5.1.2. Phospho-Tyrosin-Profile zur Identifikation modulierter Signalwege in

W10-NP8 Mausen

In den folgenden Abschnitten dieser Arbeit sollte ein Einblick in die molekularen
Mechanismen, die flir den aggressiveren Phanotyp der bitransgenen Mause, insbesondere der
W10-NP8 Linie, verantwortlich sind, gewonnen werden. Mit Hilfe einer von Herrn Dr. Nollau
(UKE, Institut fiir Klinische Chemie) entwickelten, auf SH2-Domanen basierenden Methode
wurden hier mogliche Modulationen wichtiger, U(iber Tyrosin-Kinasen gesteuerter
Signaltransduktionswege, die viele essentielle Zellfunktionen, wie z.B. Proliferation und
Differenzierung kontrollieren, untersucht. In Tumorzellen sind diese Signalwege oft
dereguliert. Um zu untersuchen, ob eine solche Deregulation fir den aggressiveren Phanotyp
in W10-NP8 Mausen verantwortlich sein kdnnte, wurde in Kooperation mit Dr. Nollau eine
globale Charakterisierung der Phospho-Tyrosin-Signaltransduktionswege mit Hilfe von
Phospho-Tyrosin-Profilen durchgefiihrt. Transiente Tyrosin-Phosphorylierungen von in
Signalkaskaden beteiligten Proteinen zeigen eine Modulation der Aktivitdt des Proteins an. Da
phosphorylierte Tyrosine der Proteine als Bindestellen fiir spezifische SH2-Domanen (src-
homology 2) enthaltende Proteine dienen, kann die Aktivierung von Phospho-Tyrosin-
Proteinen durch die Bindung spezifischer SH2-Domanen detektierbar gemacht werden. In den
vorliegenden Analysen wurden Phospho-Tyrosin-Profile mit Hilfe eines far-Western Blots

erstellt, bei dem statt Antikorper SH2-Domanen-Sonden von wichtigen Signalproteinen (z.B.
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Abl, Crk, Grb2, Shp-2, PI3K) zur Detektion spezifisch phosphorylierter Proteine eingesetzt
wurden. Die SH2-Domanen, fusioniert mit Glutathion-S-Transferase (GST) und markiert mit
Glutathion-Peroxidase, binden mit hoher Spezifitdit an Tyrosin-phosphorylierte und damit
aktivierte Signalproteine, wodurch der Status der Tyrosin-Phosphorylierung einer Probe
analysiert wird (Methode beschrieben in Nollau and Mayer, 2001). Hier wurden Phospho-

Tyrosin-Profile flr Proteinproben von undifferenzierten NP8 und W10-NP8 Tumoren erstellt.
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Abbildung 23: Phospho-Tyrosin-Profil der undifferenzierten NP8 und W10-NP8 Tumorproben
In den beiden Gruppen sind unterschiedliche Protein-Interaktionen anhand von Phosphorylierungsmuster der SH2-
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Domdnen von Grb2, PI3K und Crk zu sehen (linke Abb.: zusammenfassende Heatmap zur Darstellung einzelner
Bandenintensitaten der far-Western Blots, rechte Abb.: Ergebnisse der far-Western Blots fiir Grb2, PI3K und Crk Das
differenzielle Bandenmuster spricht fir eine Aktivierung unterschiedlicher Signalproteine und damit einer
unterschiedlichen Aktivitdt der entsprechenden Signalwege.

In Abbildung 23 ist die Zusammenfassung der Ergebnisse des Phospho-Tyrosin-Profils fiir 14
undifferenzierte NP8 und 17 undifferenzierte W10-NP8 Tumore dargestellt. Auffallig sind
voneinander abweichende Bandenmuster phosphorylierter Proteine, die durch eine Bindung
der SH2-Domane von Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2), Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) und dem Adaptermolekiil Crk verursacht werden. Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Signalwege (wie MAPK- und PI3K/Akt-Signalwege), in denen diese wichtigen
Faktoren involviert sind, in mono- und bitransgenen Tumoren unterschiedlich reguliert sind.
Diese Annahme unterstiitzend wurde in der Literatur bereits gezeigt, dass einzelne p53-
Mutationen, wie z.B. R175H, den Egfr/PI3K/Akt-Signalweg aktivieren und dadurch den
invasiven Phanotyp von Uteruskarzinomzellen verstarken (Dong et al., 2009). Leider ermoglicht
die Methode es nicht, den Phosphorylierungsstatus einzelner Proteinkomponenten eines
Signalwegs zu ermitteln. Hierflir waren zusatzliche Western Blots mit Antikorpern, gerichtet

gegen spezifische phosphorylierte Proteine, notwendig.
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Zusammengefasst ermoglichte die Methode des Phospho-Tyrosin-Profilings die Identifizierung
einer differenziellen Regulation von Signalwegen, was sich durch eine Verschiebung der
Phosphorylierungsmuster verschiedener Proteinen beobachten lieS. Fir ein besseres
Verstandnis des mutp53-vermittelten GoF auf molekularer Ebene wurde daher entschieden,

weiterfiihrende Studien mittels Genexpressionsanalysen durchzufihren.

5.1.3. Globale Genexpression in WAP-T-NP8 vs. WAP-T-NP8 x WAP-

R245W

mutp53 Tumoren

Die Vergleichsanalysen in Kapitel 5.1.1 zwischen monotransgenen WAP-T-NP8 und

bitransgenen mutp53°****"

-exprimierenden Tumortieren (W1-NP8 und W10-NP8 Mauslinien)
offenbarten einen ausgepragten Phanotyp der bitransgenen Tiere. Diese Mause entwickelten
mehr undifferenzierte Tumore, eine erhohte Vaskularisierung der Lasionen und bis zu 4-fach
mehr Lungenmetastasen. Am starksten ausgepragt war der Effekt im Phanotyp der W10-NP8
Linie, bei der bereits eine differenzielle Modulation von Signaltransduktionswegen beobachtet
wurde (Kapitel 5.1.2). Aus diesem Grund wurden Tumore dieser Linie ebenfalls fiur die
Genexpressionsanalyse eingesetzt. Die Verwendung von Mikroarrays ermdoglicht die Analyse
einer Vielzahl von Genen in einem Experiment und gibt, zusatzlich zu den Phospho-Tyrosin-
Profilen, weitere Hinweise auf deregulierte Signalwege.

In den vorliegenden Analysen wurden jeweils acht NP8 und acht W10-NP8 Tumore verwendet,
die zuvor nach einheitlichen Kriterien ausgewahlt wurden: so wurden nur Proben verwendet,
die als eindeutig undifferenziert (Grad 3 und Grad 4) klassifiziert wurden und die nur einen
geringen Nekroseanteil aufwiesen. Die Auswahl der Tumore mit anschlieBender RNA-
Praparation wurde bereits von Dr. C. Heinlein (Abt. Tumorvirologie, HPI) vorgenommen.
Gemals Herstellerangaben sollten mit dem Maus Genom Array Uber 39.000 verschiedene
Transkripte auf einem Chip untersucht werden konnen. Nach einer Reannotation der
Transkripte wurde die Anzahl der korrekt annotierten Gene auf ~18.000 reduziert (Liu et al.,
2007), alle Auswertungen der Expressionsarrays basieren auf dieser korrigierten Annotation.
Die erste statistische Auswertung wurde von Dr. G. Tolstonog (Abt. Tumorvirologie, HPI) und
Benjamin Otto (UKE, Institut fur Klinische Chemie, Zentrallaboratorien; Otto, 2008)
durchgefiuhrt. Dabei wurde ersichtlich, dass in diesem Tumorprobenset nur 39 Gene
differenziell reguliert sind (Tabelle 12), wozu auch Trp53 gehort. Die Expression von Trp53
fungiert als Positivkontrolle fir das bitransgene WAP-T-NP8xWAP-mutp53 Mausmodell. Die
p53-Sonde auf dem Array unterscheidet nicht zwischen Wildtyp und mutiertem p53-
R245W

Transkript. So wird in den bitransgenen Tumoren zuséatzlich die Expression von mutp53

gemessen, was in einer 1ll-fachen Hochregulation des Gens gegeniiber NP8 Tumoren
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resultiert. Die erste Analyse dieser Genliste beziiglich bekannter Zusammenhange mit einem
mutp53-Funktionszugewinn bzw. einer Metastasierung ergaben keine Ergebnisse. Fiir nur ein
Gen wurde bereits eine Relation zu Wildtyp-p53 beschrieben: so stimuliert wtp53 die
Transkription von Ifgbp2 (Insulin-like growth factor binding protein 2), welches dann den IGF-
Rezeptor hemmt und damit die Aktivierung des IGF-1-Signalwegs und weiterer implizierter
Wege (z.B. PI3K/Akt, MAPK/ERK1/2) verhindert (Grimberg et al., 2006; Zhu et al., 2011). In
vitro Experimente zeigten, dass die Aktivierung des IGF-1-Signalwegs mit einem aggressiveren
Phianotyp von Tumorzellen (Wachstum, Migration, Invasion) korreliert (Peird et al.,, 2011;
Walsh and Damjanovski, 2011).

Ein weiteres interessantes Gen, das in den W10-NP8 Proben knapp 4-fach geringer als in
monotransgenen Tumoren exprimiert wird, ist Ceacaml. In einer Kooperation unserer
Arbeitsgruppe mit Dr. A. Horst (UKE, Institut fur Klinische Chemie) wurde gezeigt, dass WAP-T-
NP8 Mause mit Ceacaml-Knockout drastisch mehr Lungenmetastasen (67%, n=9 Tiere)
entwickelten als WAP-T-NP8 Tiere mit intaktem Ceacam1-Gen (7,4%, n=162 Tiere) (Wegwitz,
2010).

Insgesamt ergab die erste Auswertung der Genexpressionsanalyse wenig Anhaltspunkte fir
potentielle in dem mutp53-Funktionszugewinn involvierte Zielgene bzw. Signaltransduktions-
wege. Dieses unerwartete Ergebnis konnte unter anderem durch eine zu hohe Heterogenitat
in der Genexpression der Tumorproben innerhalb einer Gruppe verursacht worden sein. Um
diese Heterogenitdt von Beginn an einzuschranken, wurde der Fokus der Genexpressions-
analyse auf undifferenzierte Tumore gelegt und anhand von H&E-Farbungen einheitliche
Tumore ohne bzw. mit nur geringem Nekroseanteil ausgewdhlt. Die dennoch auftretende
Tumorheterogenitdt in diesem isogenen Modell koénnte in der Individualitdit der
Tumorentstehung und -progression begriindet sein, was sich in der unterschiedlichen
Genexpression einzelner Tumore widerspiegelt und dadurch die Auswertung der Analyse
erschwert. Deshalb wurde entschieden, die Expressionsdaten mit Hilfe des Programms dChip
erneut zu analysieren, um mogliche , AusreiBerproben” aus den jeweiligen Datensatzen zu
identifizieren und die Zusammenstellung neuer, homogenerer Gruppen zu ermdoglichen. Dies

erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. F. Wegwitz.



Tabelle 12: Ergebnisse der ersten statistischen, bioinformatischen Auswertung der Mikroarrayexperimente (Auswertung von G. Tolstonog und B. Otto)
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Herunterreguliert in W10-NP8

Hochreguliert in W10-NP8

Gen Beschreibung Unterschied Gen Beschreibung Unterschied
Lectl Leukocyte cell derived chemotaxin 1 9.9 Trp53 Transformation related protein 53 11.2
Col9a3; Tcfl5 Procollagen, typ((et:;(;iilE:ﬁx?jl;o'l;)r;_n:eclriixp;tion factor-like 5 9.5 Ly6d Lymphocyte antigen 6 complex, locus D 10.7
Igfbp2 Insulin-like growth factor binding protein 2 5.2 Cadps2 Ca2+-dependent activator protein for secretion 2 4.0
Chn2 Chimerin (chimaerin) 2 4.5 Pcolce2 Procollagen C-endopeptidase enhancer 2 3.5
Clca5 Chloride channel calcium activated 5 4.5 Eifdebp2 Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2 2.5
Cytll Cytokine like 1 4.2 Al480556 Expressed sequence Al480556 2.2
1300013J15Rik RIKEN cDNA 1300013J15 gene 4.1 Manlb1l Mannosidase, alpha, class 1B, member 1 2.1
Rbp7 Retinol binding protein 7, cellular 3.9 Aes Amino-terminal enhancer of split 2.1
Etvl Ets variant gene 1 3.8 Foxp4 Forkhead box P4 1.9
Ceacam1l CEA-related cell adhesion molecule 1 3.7 Khsrp KH-type splicing regulatory protein 1.6
1500015010Rik RIKEN cDNA 1500015010 gene 3.7 Rfx1 Regulatory factor X, 1 (influences HLA class Il expression) 1.4
Col9al Procollagen, type IX, alpha 1 3.6 Ubr2 Ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 2 1.4
Coll1al Procollagen, type X, alpha 1 3.5 Ccdc97 Coiled-coil domain containing 97 1.3
Car6 Carbonic anhydrase 6 3.5 Med16 Mediator complex subunit 16 1.3
Capn6 Calpain 6 3.4
Tes Testis derived transcript 3.3
Akap12 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 3.3
Tesc Tescalcin 33
Wasfl WASP family 1 3.2
Mial Melanoma inhibitory activity 1 3.2
2310057J18Rik RIKEN cDNA 2310057J18 gene 3.1
Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6 2.7
Psmb7 Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 7 2.7
Pkd2I2 Polycystic kidney disease 2-like 2 2.5
Rpl27a Ribosomal protein L27A 1.7
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Die Mikroarray-Daten wurden in das Programm eingelesen und normalisiert (invariant set,
model-based expression). AnschlieBend wurden nur die Gene berticksichtigt, die in mindestens
50% der Proben als ,anwesend” eingeschatzt wurden (Fluoreszenzwert hoher als 64 und damit
Uber dem Hintergrundrauschen). Mit Hilfe dieser Methode wurden 11.724 Gene mit
aktiver/prasenter Expression herausgefiltert. So konnte bei einem erneuten Clustering
(verwendete Algorithmen: Distance metric — Rank Korrelation; Linkage Methode -
Durchschnitt; Genanordnung — Peaking time) gezeigt werden, dass jede Gruppe zwei AusreiRer
aufweist, die sich in der Expression von mindestens 140 Genen von den verbliebenen Proben
deutlich unterscheiden (Abbildung 24A). Diese sogenannten Ausreilerproben bilden eine
eigene Gruppe und wurden aus diesem Grund fiir die nachfolgenden Betrachtungen nicht
bericksichtigt (Probennummer NP8 10870-6, NP8 11093-8, W10-NP8 11254-2 und W10-NP8
11485-7).

Die verbleibenden zwolf Proben (jeweils sechs NP8 und W10-NP8 Tumore) wurden daraufhin
erneut auf Unterschiede in ihrer Genexpression untersucht. Kriterien waren ein mindestens
zweifacher Unterschied in der Genexpression zwischen beiden Gruppen und ein p-Wert < 0,05.
Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein Unterschied zwischen den Gruppen
nicht nur zuféllig ist, sondern durch Signifikanz bestatigt werden kann. Dadurch wurden 198

differenziell regulierte Gene gefunden (siehe Anhang 8.1).
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Abbildung 24: Heatmap differenziell exprimierter Gene in NP8 und W10-NP8 Tumoren

Das Programm dChip wurde zur Auswertung der Mikroarrays verwendet. Die Werte sind als Log,-Werte dargestellt.
A) Die Tumorproben wurden anhand ihrer Genexpression gruppiert, dabei wurde festgestellt, dass jeweils zwei NP8
und zwei W10-NP8 Tumore sich in ihrer Genexpression von den anderen Tumoren unterscheiden. Es handelt sich
um die Proben 10870-6, 11093-8, 11254-2 und 11485-7. B) Heatmap der 198 mind. 2-fach differenziell regulierten
Gene zwischen NP8 und W10-NP8 Proben.
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Dariiber hinaus wurde aber festgestellt, dass in der Gruppe der differenziell regulierten Gene
eine deutliche Anreicherung von Kandidaten vorliegt, die mit dem Prozess der epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) assoziiert sind (siehe Tabelle 13). Die EMT wurde in der
Literatur als anerkannter Prozess beschrieben, der fir eine erhohte Invasivitdt und Mobilitat
von Tumorzellen und dadurch fiir eine gesteigerte Metastasierung sorgt (Thiery, 2002).

So sind in W10-NP8 Tumoren gut beschriebene EMT-Induktoren wie die Transkriptions-
faktoren Zebl und Snail 2- bis 3-fach starker reguliert als in NP8 Tumoren (Polyak and
Weinberg, 2009). Auch der Wachstumsfaktor Tgf61, welcher haufig fir die EMT-Induktion in
vitro genutzt wird (Muraoka et al., 2002), ist in dieser Genliste hochreguliert. Weiterhin sind
viele Zelloberflachenrezeptoren wie Pdgfra, Pdgfrb, Itga5, Fgfrl und Notch4 oder Liganden wie
Wnt5a, die mit vielen EMT-assoziierten Signalwegen verbunden sind, in den bitransgenen
Tumoren mindestens 2-fach starker exprimiert. So fiihrt die Aktivierung von Pdgfra, Pdgfrb und
Itga5 zum Anschalten des PI3K/Akt-Signalwegs (Zhang et al., 2007; Hamidouche et al., 2009),
die von Notch4 zur Initialisierung des Notch-Signalwegs (Harrison et al., 2010), Ligandbindung
an Fgfrl aktiviert den MAPK/ERK-Weg (Tomlinson et al., 2009), wihrend die Bindung von
Wnt5a an den Frizzled-Rezeptor zur Internalisierung von B-Catenin in den Zellkern und damit
zur Aktivierung des Wnt-Signalwegs fiihrt (Mikels and Nusse, 2006). Auch nachgeschaltete
Gene einiger Signalwege sind starker in den W10-NP8 Tumoren exprimiert. Dazu gehoéren
Wisp1, welches im Wnt-Signalweg eine Rolle spielt (Xu et al., 2000), Tgf81i1/Hic-5, das Uber
den Rho/ROCK-Signalweg Zellmigration reguliert (Tumbarello and Turner, 2007), Ltbp4,
welches TgfB-Funktionen moduliert (Kretschmer et al., 2011), Igfbp7, was im Insulin-Signalweg
involviert ist (Nousbeck et al., 2009) und Map3k11 (auch MIk3 genannt), eine Serin-Threonin-
Kinase, die im MAPK/p38-Signalweg beteiligt ist (Brancho et al., 2005). Fehlregulationen dieser
Signalwege sind oftmals mit schwerwiegenden Erkrankungen assoziiert (Howe and Brown,
2004; Baselga, 2011; Hu et al.,, 2012). Eine mogliche differenzielle Regulation einiger Wege
durch PI3K, Grb2 und Crk wurde bereits mit Hilfe der Phospho-Tyrosin-Profile gezeigt (siehe
5.1.2). Die Genliste beinhaltet weitere Gene, die mit dem Aufbau bzw. mit der Degradation der
extrazelluldaren Matrix assoziiert sind. Auf der einen Seite sind diverse Kollagene in W10-NP8
Tumoren Uberexprimiert (Prokollagene 1al, 5a1-3, 6a2-3 und 15a1). Dabei sind fiir Kollagen 1
und Kollagen 15 EMT- bzw. Zellmotilitdt-beglinstigende Eigenschaften bekannt (Medici and
Nawshad, 2010; Tao et al, 2011). Andererseits sind vier verschiedene Matrix-
Metalloproteasen (Mmp3, Mmpl0, Mmpll und Mmpl2), die in der Lage sind, die
extrazellulare Matrix zu degradieren, in den W10-NP8 Tumoren starker exprimiert. Durch die
Umstrukturierung der ECM wird u.a. die Mobilitdat und Invasivitat von Tumorzellen verstarkt

(Martin et al., 2010).
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Tabelle 13: Ergebnis der Genexpressionsanalyse: EMT-assoziierte Gene (Unterschied der W10-NP8 zu NP8)

Gen Beschreibung Unterschied  p-Wert
Transkriptionsfaktoren
Trp53 Transformation related protein 53 +5.46 0.002
Snail Snail homolog 1 (Drosophila) +2.83 0.000
Zebl Zinc finger E-box binding homeobox 1 +2.55 0.014
Etvl Ets variant gene 1 -3.56 0.040
Zelloberflachenrezeptoren
Thyl Thymus cell antigen 1, theta +4.08 0.004
Pdgfra Platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide +3.89 0.021
Pdgfrb Platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide +2.17 0.006
Itga5 Integrin alpha 5 (fibronectin receptor alpha) +3.01 0.002
Eng Endoglin +2.35 0.003
Fgfrl Fibroblast growth factor receptor 1 +2.01 0.008
Notch4 Notch gene homolog 4 (Drosophila) +2.00 0.007
Ceacaml CEA-related cell adhesion molecule 1 -3.81 0.000
Wachstumsfaktoren
Pdgfb Platelet derived growth factor, B polypeptide +3.34 0.000
Tgfbl Transforming growth factor, beta 1 +2.30 0.000
Faktoren assoziiert mit bekannten Signaltransduktionswegen
Wisp1l WNT1 inducible signaling pathway protein 1 +3.01 0.026
Whnt5a Wingless-related MMTYV integration site 5A +2.83 0.039
Igfbp7 Insulin-like growth factor binding protein 7 +2.06 0.003
Map3k11 Mitogen activated protein kinase kinase kinase 11 +2.46 0.009
Ltbp4 Latent transforming growth factor beta binding protein 4 +2.50 0.013
Tefb1lil (Hic-5) Transforming growth factor beta 1 induced transcript 1 +2.91 0.020
Extrazelluldre Matrix — Matrix-Metalloproteasen
Mmp3 Matrix metallopeptidase 3 +4.79 0.020
Mmp10 Matrix metallopeptidase 10 +4.14 0.014
Mmp11 Matrix metallopeptidase 11 +2.14 0.037
Mmp12 Matrix metallopeptidase 12 +2.55 0.019
Extrazelluldre Matrix — Kollagene
Collal Procollagen, type |, alpha 1 +4.50 0.002
Col5al Procollagen, type V, alpha 1 +3.14 0.025
Col5a2 Procollagen, type V, alpha 2 +2.50 0.022
Col5a3 Procollagen, type V, alpha 3 +2.93 0.002
Col6a2 Procollagen, type VI, alpha 2 +2.83 0.025
Col6a3 Procollagen, type VI, alpha 3 +2.36 0.008

Col15al1 Procollagen, type XV +3.01 0.000
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5.1.4. Validierung der EMT-Signatur

Im nachsten Schritt galt es, die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse zu validieren, indem die
Expressionsunterschiede der Kandidatengene mittels einer weiteren Methode (d.h. gPCR)
bestatigt werden sollten. Hierzu wurde 1 pg der Tumor-RNA fiir die cDNA-Synthese eingesetzt,
anschlieRend die quantitative PCR durchgefiihrt und die AACt-Methode (Pfaffl, 2001) fur die
Quantifizierung zugrunde gelegt. Im Allgemeinen ist die Verwendung eines Haushaltsgens
(House keeping gene — HKG) fir die relative Quantifizierung ausreichend. Da im Fall der WAP-T
Tumore starke Abweichungen in der Expression einzelner HKGs nachgewiesen wurden, sollten
die Proben manuell auf finf verschiedene HKGs (8-Aktin, Gapdh, Hprt1, Rplpl und 18sRNA)
normiert werden. Durch diese Methode wurde eine viel prazisere Normierung erhofft.

Als Strategie fur die Validierung wurden 3‘-UTR Primer designt, deren Lage in etwa der
Sondenpositionen fiir die Gene auf dem Array entsprachen und damit das Ergebnis des
Mikroarrays besser widerspiegeln. Das bedeutet, das sich die Lokalisation der Primer zumeist
auf das letzte Exon und das 3'-UTR Ende beschrdnkt. Die Positionen der Sonden wurde mit
Hilfe des auf der Webseite http://projects.insilico.us/SpliceCenter/PrimerCheck.jsp auf-
geflihrten Programms ermittelt, gleichzeitig konnte hier die Lokalisation der erstellten Primer
im Gen Uberprift werden (Ryan et al., 2008). Fir die statistische Berechnung wurden die ACt-
Werte zugrunde gelegt (siehe Kapitel 4.7.2). Bei der Darstellung der ACt-Werte im Balken-
diagramm ist zu beachten, dass ein geringerer ACt-Wert eine starkere Expression des Gens
aufgrund der Berechnung mit einem negativen Exponenten bedeutet (siehe Kapitel 4.5.5).
Durch gPCR war es moglich, fir einen GroRteil der Kandidatengene eine differenzielle
Expression zu verifizieren. Bedauerlicherweise wurde kein Genexpressionsunterschied fiir
Ceacaml1 detektiert, flir die Gene Snail, Notch4, Fgfrl, Lox/1 und Tgfbl konnte eine nicht-
signifikante Tendenz einer erhohten Expression in W10-NP8 Tumoren gezeigt werden. Eine
differenzielle Expression von zehn Genen konnte als signifikant bestatigt werden (Abbildung
25A). Dazu gehoren Mmp3 (Matrix-Metalloprotease 3), Thyl (Thymus cell antigen 1), Zebl
(Zinc finger E-box binding homeobox 1), Etv1 (Ets variant 1), Itga5 (Integrin a5), Pdgfb (Platelet
derived growth factor B), Pdgfra (Platelet derived growth factor receptor A), Pdgfrb (Platelet
derived growth factor receptor B), Tgfblil (Tgf61 induced transcript 1) und Wispl (WNT1

inducible signaling pathway protein 1).
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Abbildung 25: Validierung der Mikroarray-Ergebnisse mit Hilfe der qPCR

A) Es wurden die ACt-Werte der Kandidatengene aus NP8 Tumoren (weiR) mit denen der W10-NP8 Proben (grau)
verglichen. Von den 15 getesteten Genen konnte fiir 10 Gene eine differenzielle Genexpression bestatigt werden
(t-Test, mit p-Wert < 0,05). Die Normierung erfolgte auf finf HKGs. B) Darstellung des relativen Unterschieds (RQ):
es zeigt den Unterschied in der Genexpression zwischen den beiden Gruppen (NP8, W10-NP8): neun von zehn
Genen sind in den W10-NP8 Tumoren stadrker exprimiert als in NP8 Tumoren, die Expression von Etv1 ist in den
bitransgenen Tumoren geringer. Mit Hilfe des Standardfehlers vom Mittelwert wird die Varianz der Genexpression
innerhalb der Gruppe (A und B: jeweils n=6 biologischen Replikate) dargestellt. In Rot jeweils die Gene, die
unterschiedlich reguliert sind.

Fiir eine vereinfachte Darstellung wurde in Abbildung 25B der Expressionsunterschied der
Gene zwischen der Gruppe der NP8 und der W10-NP8 Tumore abgebildet. So wurden die Gene
in den W10-NP8 Tumoren 3- bis 10-fach starker exprimiert als in den NP8. Fiir Etvl wurde eine
ca. dreifach geringere Expression in den bitransgenen Proben nachgewiesen. Anhand der
Fehlerbalken wird deutlich, dass die Werte der qPCR bereits innerhalb einer Gruppe stark
schwanken. Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf eine generell stark variierende Gen-
expression innerhalb der Gruppen, was unter Umstanden die verhaltnismaRig geringe Anzahl

an differenziell regulierten Genen in den Tumoren erklaren kdnnte.
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5.2. Etablierung von experimentellen Zellsystemen zur Untersuchung

des Funktionszugewinns von mutp53 in vitro

5.2.1. Entwicklung stabiler, homoostatischer Zellsysteme aus transgenen

Tumoren

Um den onkogenen Funktionszugewinn von mutp53 in vitro zu untersuchen, bestand ein Ziel

der Arbeit in der Etablierung von Zelllinien aus WAP-T Tumoren, die kein mutp53 bzw.

R245W R270H

mutp53 oder mutp53 exprimieren. Dabei war es entscheidend, dass die Tumorzellen
die Expression bestimmter Markergene (Transgene, Epithelial- und Mesenchymalmarker)
aufwiesen sowie in der Lage waren, Tumore zu initileren und in entfernte Organe zu
disseminieren. Dies sollte die Ahnlichkeit zu endogenen Tumoren bestétigen. Zusatzlich bdten
solche Zellen eine einfache Moglichkeit die Funktion ausgewahlter Zielgene der EMT-Signatur
zu Uberprifen. Dazu wurden Zellen von Tumoren verschiedener transgener Mauslinien in der
Zellkultur vereinzelt und unter Standard-Kulturbedingungen gehalten (siehe Kapitel 4.2.1 und

4.2.4).

Tabelle 14: Anzahl der Tumore fiir Zellextraktion
R245W

R270H

ohne mutp53 mutp53 mutp53
1x W1-NP8 11x H22-NP8
14x NP8 8x W4-NP8 12x H8-NP8
16x W10-NP8 1x H22-T1 (G-2)

Die Mehrzahl der in Kultur genommenen Tumorzellen wurde innerhalb kurzer Zeit bzw. nach
wenigen Passagen (<P5) seneszent bzw. apoptotisch und starb ab, erkennbar an der
groRflachigen, abgeflachten Morphologie der Zellen (Abbildung 26B). Des Weiteren wurde
eine Anderung vom epithelialen Phanotyp (Kopfsteinpflaster-artige Morphologie) zu einem
fibroblastischen, mesenchymalen Erscheinungsbild mit langgestreckten, spindelférmigen
Zellen beobachtet. Neben den bereits charakterisierten und publizierten G-2 Zellen (Wegwitz
et al., 2010) gelang es, zwei weitere Zelllinien aus bitransgenen Tumoren, einem H8-NP8 und
einem H22-NP8 Tumor, zu etablieren (Abbildung 26A), die im weiteren Verlauf als H8N8 und
H22N8 Zellen bezeichnet werden. Interessanterweise konnten nur stabile Zellen aus Tumoren
mit der p53-Mutation R270H generiert werden. Dies spricht flr einen spezifischen

(onkogenen) Uberlebensvorteil in vitro, der auf diese p53-Mutation beruht.
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Abbildung 26: Erfolge der Etablierung von WAP-T Tumorzellen und Morphologie der Primarzellen in Kultur

A) Es konnten drei stabile Zelllinien aus bitransgenen Tumoren mit mutp53R270H etabliert werden: G-2, H8N8 und
H22N8. B) Phasenkontrastbilder von NP8 Tumor 13882-7 und H8N8 Tumor 13932-1: Zellen mit abgeflachter
Morphologie geben einen Hinweis auf Seneszenz (oben), spindelférmige, langgezogene Zellen weisen auf eine
Verdnderung von einem epithelialen zu einem mesenchymalen Phadnotyp hin (unten) (MaRstab 100 um). Primare
WAP-T Tumorzellen wurden vereinzelt und unter Standard-Zellkulturbedingungen gehalten.

5.2.2. Uberlebensvorteil in Zellkultur fiir WAP-T Zellen mit mutp53**’*"

Auf der Suche nach moglichen Ursachen fiir das massive Absterben von Tumorzellen in der
Zellkultur wurde die Herunterregulation der Transgenexpression von T-Ag und mutp53 unter
Zellkulturbedingungen vermutet. Denn die Expression von T-Ag als auch von mutp53 ist fiir ein
verbessertes Uberleben von Zellen verantwortlich (Zambetti and Levine, 1993; Klein et al.,
2005). In Ubereinstimmung mit dieser Vermutung zeigten bereits Klein und Kollegen, dass in
einem WAP-SVT/t Mausmodell die T-Ag-Expression herunterreguliert wird, wenn primare
Tumorzellen in der Zellkultur gehalten werden. Dabei nahmen die Tumorzellen die
Morphologie und das Wachstumsverhalten von nicht-tumorigenen Zellen an und starben ab
(Klein et al., 2005).

Um ein mogliches Abschalten der Transgenexpression von primaren WAP-T Tumorzellen unter
Zellkulturbedingungen zu Uberprifen, wurde die Expression von T-Ag und mutp53 zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Kulturbeginn durch gPCR bestimmt. Zusatzlich wurde die
Aktivitat des endogenen WAP-Promotors durch Messung des WAP-Transkripts analysiert.

Dafir wurden Zellen von sechs NP8 Tumoren und acht bitransgenen Tumoren (finf Tumore

mit mutp53R245W, drei Tumore mit mutp53R27OH

) in bestimmten Abstdnden nach Kulturbeginn
geerntet, RNA isoliert, cDNA synthetisiert und die Expression von T-Ag und mutp53 in den

Zellen untersucht.
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Abbildung 27: Genexpressionsanalyse der Transgene in primdren WAP-T Tumorzellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Zellisolierung

Bestimmung der Transgen- und WAP-Expression durch gPCR. A,B) Die Expression der Transgene (T-Ag und
mutp53R245W/ mutp53R27°H) sinkt innerhalb von Stunden drastisch ab. Nach knapp 24 h ist z.B. die T-Ag-Expression
kaum noch messbar. Fiir mutp53 wurden schwankende Werte ermittelt, die dennoch die gleiche Tendenz
aufweisen. C) Da die Transgene unter Kontrolle des WAP-Promotors stehen, wurde ebenfalls die Expression des
endogenen WAP Uberprift. Auch hier ist die Expression bereits nach kurzer Zeit (9 h) halbiert und nach 24 h stark
reduziert.

Fir die T-Ag-Expression ist in allen Proben, unabhdngig von einer mutp53-Expression, ein
starker Riickgang zu beobachten (Abbildung 27A): nach ca. drei Stunden ist die Expression um
50% reduziert und nach 24 Stunden ist die Expression von T-Ag kaum noch detektierbar. Die
mutp53-Expression wies eine weniger starke Reduktion der Genexpression mit groReren
Schwankungen innerhalb der Gruppen auf (Abbildung 27B): nach 24 Stunden reduzierte sich
die mutp53-Expression um das etwa 5-fache. Der Expressionsanstieg nach 48 Stunden der

R270H

mutp53 -exprimierenden Tumorzellen beruht auf einer abweichenden mutp53-Expression
einer einzelnen Probe, wahrend die zwei verbleibenden Proben eine deutlich reduzierte
mutp53-Expression aufwiesen. Die Expression der Transgene in WAP-T Tumoren wird durch
den WAP-Promotor reguliert, der durch laktotrophe Hormone aktiviert wird. Da auch die
Zugabe von Hormonen wie Insulin und Prolaktin keinen Einfluss auf die Etablierung neuer

Tumorzelllinien hatte (Daten nicht gezeigt), wurde die Aktivitdt des Promotors untersucht,

indem die Expression des endogenen WAP-Transkripts analysiert wurde.
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Diese nimmt im Zeitverlauf deutlich ab und bereits nach 24 Stunden ist die Expression des
endogenen WAP kaum noch detektierbar, was auf das Abschalten des WAP-Promotors
hinweist. Somit kdnnen die Zellen T-Ag nicht mehr exprimieren, was zur Reaktivierung von
wtp53 fihrt. Eine p53-vermittelte Apoptose oder Seneszenz, die anschlieRend massiven

Zelltod induziert, ist also sehr wahrscheinlich.

5.2.3. Charakterisierung der generierten WAP-T Zelllinien

In der Abteilung Tumorvirologie des Heinrich-Pette-Instituts wurde vor einiger Zeit bereits eine

RZ70H) atabliert und

klonale Zelllinie aus einem bitransgenen Tumor (WAP-T-H22xWAP-mutp53
beschrieben (Wegwitz et al., 2010). Diese klonale Zelllinie zeichnet sich durch das
Vorhandensein von verschiedenen Kompartimenten aus: in der Kultur befinden sich Zellen, die
epitheliale Marker wie Epcam und Keratine exprimieren, sowie Zellen, die den mesenchymalen
Marker Vimentin exprimieren, aber auch Zellen, die sich in verschiedenen Ubergangsstadien
befinden. Die intrinsische Heterogenitat wurde durch Repopulierungsanalysen bestatigt: Zellen
wurden in ihre epithelialen und mesenchymalen Kompartimenten durch FACS-Sortierung
getrennt und beide Zellkompartimente waren in der Lage, zu wachsen, deren Pendants zu
bilden und wieder eine gemischte Population zu generieren. Diese Analysen zeigten, dass G-2

Zellen ein metastabiles Zellsystem bilden, wobei die Differenzierungsiibergange durch EMT

bzw. MET ermoglicht werden (Wegwitz, 2010; Wegwitz et al., 2010).

Ursprung der drei WAP-T Zelllinien G-2, H8N8 und H22N8 war jeweils ein undifferenzierter,
nicht-metastasierender Tumor (siehe H&E-Farbungen in Abbildung 28). Die Tumore wiesen
schlecht differenzierte Strukturen einer murinen Brustdriise auf und zeichneten sich durch

eine unregelmaRige, invasive Zellverteilung aus.
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Abbildung 28: H&E-Farbung der Primartumore, aus denen die Zelllinien generiert wurden

Anhand der H&E-Farbung ist der Differenzierungsgrad der Tumore gut erkennbar. Es handelte sich bei allen drei
Tumoren um undifferenzierte Tumore mit nekrotischem Anteil (*). Die Pfeile markieren groRe Stroma-Areale
innerhalb des Gewebes, die typisch fiir undifferenzierte Tumore sind. (MaRstab: obere Reihe 500 um, untere Reihe
100 um)

Die Tumorzellvereinzelung erfolgte mit Hilfe eines Kollagenaseverdaus. Zur Vermeidung
zelluldaren Stresses und dem daraus resultierenden Zelltod wurden die Zellen in dichter
Konzentration ausgesat. Die zwei neu generierten Zelllinien zeichnen sich, wie die G-2 Zellen,
durch ein adharentes Wachstumsverhalten ohne Kontaktinhibition aus und sind dadurch fahig,
3-dimensionale Strukturen in der Zellkultur zu bilden. Die Morphologie der Zellen entspricht
einem epithelialen Phanotyp, gekennzeichnet durch die Pflasterstein-artige Zellform. Dariber
hinaus sind auch andere Zelltypen in den Zellpopulationen enthalten, die eine mesenchymale
Auspragung mit langgestreckter, spindelférmiger Form aufweisen (Abbildung 29). Von den G-2
Zellen ist bekannt, dass sie ein heterogenes, aber stabiles Zellsystem darstellen, welches sich
selbst erhdlt (Wegwitz et al., 2010). Es ist anzunehmen, dass dieses auch auf die H8N8 und
H22N8 Zellen zutrifft.

Abbildung 29: Phasenkontrastbilder der etablierten Tumorzellsysteme
In den Phasenkontrastbildern ist die epitheliale Morphologie der Zellen zu erkennen (G-2 Passage 30, H8N8 Passage
23, H22N8 Passage 49), MaRstab 250 pum.
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Um weitere Analysen in vitro vornehmen zu kénnen, bestand das Ziel in der Etablierung von
Zelllinien, die den Phanotyp des Tumors widerspiegeln. Dazu wurden die Zelllinien hinsichtlich
der Expression der Transgene und bestimmter Marker analysiert, die ebenfalls im Tumor
vorkommen. Zusatzlich zur Expression von T-Ag und mutp53 ist die Expression epithelialer und
mesenchymaler Marker entscheidendes Charakteristikum fiir die Zelllinien. Zu den epithelialen
Markern gehdren Epcam und die Keratine 14 und 18: Epcam ist ein Adhdsionsmolekiil
epithelialer Zellen, dessen Expression mit vielen Karzinomen assoziiert wird (Haisma et al.,,
1999); daher wurde es als pan-epithelialer Differenzierungsmarker eingesetzt. Mit Hilfe der
Keratin-Expression, ebenfalls spezifisch von epithelialen Zellen exprimiert, konnte zwischen
myoepithelialen und luminalen Zellen unterschieden werden (Taylor-Papadimitriou et al.,
1989). Zur Detektion mesenchymaler Zellen wurde Vimentin, ein Intermediarfilament dieser

Zelltypen, verwendet.

Nachfolgend wurden Genexpressionsanalysen via gPCR durchgefiihrt und die Expression dieser
Markergene mit der in G-2 Zellen verglichen. Weiterflihrende Charakterisierung fokussiert sich
auf die H8N8 und H22N8 Zellen.

Die Daten der Genexpressionsanalyse (Abbildung 30) zeigen, dass alle drei Zelllinien das SV40
T-Ag auf etwa gleichem Level exprimieren, wahrend die Expression von mutp53 in den
Zelllinien der in vivo Expression wahrend der Laktation entspricht. Die G-2 Zellen und auch die
H22N8 Zellen stammen aus Mauslinien, die wahrend der Laktation mutp53 nur auf sehr
geringem Level bzw. nur sehr wenige Zellen das Protein exprimieren. Dies spiegelt sich in der
Genexpression der Zellen wider. Im Vergleich zu den G-2 exprimieren H8N8 Zellen mutp53

115-fach starker, wohingegen die Expression in den H22N8 5-fach reduziert ist.
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Abbildung 30: Genexpression der Transgene und epithelialer sowie mesenchymaler Marker mittels qPCR

Anhand der qPCR-Ergebnisse wurde deutlich, dass T-Ag in allen drei Zelllinien auf gleichem Level exprimiert wird.
Unterschiede sind in der Expression von mutp53 zu sehen: in den H8N8 Zellen wird mutp53 100-fach starker als in
den G-2 Zellen, und sogar tiber 500-fach starker als in H22N8 Zellen exprimiert. Weiterhin ist zu beobachten, dass
beide Zelllinien, H8N8 und H22N8, einen starker ausgepragten epithelialen Phanotyp als G-2 Zellen aufweisen
(starkere Expression epithelialer Marker wie Epcam, Keratin 18 und Keratin 14, und geringere Expression des
mesenchymalen Markers Vimentin).

Die neu etablierten Zelllinien H8N8 und H22N8 zeigten eine héhere Expression epithelialer
Marker als in G-2 Zellen: so ist Epcam 6- bis 7-fach starker und Keratin 14 und Keratin 18 3-fach
starker exprimiert. Wohingegen der mesenchymale Marker Vimentin deutlich schwacher
exprimiert wird: in den H8N8 ist eine 5-fach geringere und in den H22N8 sogar eine tiber 100-
fach geringere Expression gemessen worden. In allen drei Zelllinien konnte die Expression von
epithelialen als auch mesenchymalen Markern nachgewiesen werden, die sich nur in ihrer
Auspragung unterscheiden.

Fir die weitere Charakterisierung wurden die Zellen auf Deckgldschen ausgesat und einige
Tage spater fur Immunfluoreszenzfarbungen verschiedener Marker verwendet. Die Zellen
wurden auf die Anwesenheit der Transgene, der epithelialen Marker wie Epcam und Keratine

und des mesenchymalen Markers Vimentin untersucht.
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Abbildung 31: Immunfluoreszenzfirbung einer frithen Passage der H8N8 Zellen (Passage 6)

Auf Deckglaschen gewachsene Zellen wurden fir Immunfluoreszenzfarbung verwendet. Es wurde die Expression
der Epithelialmarker (Epcam, Keratin 8/18, Keratin 14), Mesenchymalmarker (Vimentin) und der Transgene (SV40
T-Ag und mutp53) analysiert, Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (MaRstab 50 um).

Anhand Abbildung 31 ist zu sehen, dass ein GroRteil der Zellen positiv fir Epcam ist und
gleichzeitig T-Ag exprimiert. Die T-Ag-Expression beschrdankt sich auf epitheliale Zellen
(Abbildung 31A, B), was dem Bild im Tumor entspricht. Dennoch sind auch Zellen vorhanden,
die epithelial sind, aber kein bzw. nur wenig T-Ag exprimieren. Die Analyse von Keratinen dient
in einer gesunden Brustdriise der Unterscheidung der epithelialen Lineages (oder
Entwicklungslinie) der Zellen und eine Ko-Expression luminaler und myoepithelialer Marker
wird mit einem Progenitorzellstatus assoziiert (Bocker et al., 2009). In Zellkultur zeigen H8N8
Zellen ein differenzielles Expressionsmuster der Keratine. Anhand der Ko-Farbung von Keratin
14 und Keratin 8/18 wurde deutlich, dass sowohl einfach-positive Zellen, positiv fur je ein
Keratin, als auch doppelt-positive Zellen vorhanden sind. AuRerdem wurde festgestellt, dass
eine groRere Zellanzahl Keratin 8/18 exprimiert als Keratin 14 (Abbildung 31C). Mutp53 ist nur
in einer geringen Anzahl von Zellen vorhanden. Es wurde beobachtet, dass mutp53 sowohl im

Zellkern als auch im Zytoplasma einiger Zellen lokalisiert ist.

Die gleiche Analyse wurde mit einer spateren Passage der H8N8 Zellen durchgefiihrt, um die
Stabilitat der Markerexpression zu Uberprifen. Dies konnte an H8N8 Zellen der Passage 101

bestatigt werden (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Immunfluoreszenzfirbung einer spdten Passage der H8N8 Zellen (Passage 101)
Immunfluoreszenzfarbungen der H8N8 Zellen (konfokale Aufnahmen): Es wurde die Expression der Epithelialmarker
(Epcam, Keratin 8/18, Keratin 14) und der Transgene (SV40 T-Ag und mutp53) in den Zellen einer spaten Passage
untersucht, die eine stabile Markerexpression aufweisen (MaRstab 50 um).

Die H22N8 Zellen wurden dquivalent untersucht (Abbildung 33). Die T-Ag-Expression ist mit
der in den H8N8 Zellen vergleichbar. Es gibt Zellen mit einer starken als auch intermediaren
T-Ag-Expression, aber auch Zellen, die T-Ag-negativ sind. In der Doppelfarbung T-Ag mit
Vimentin ist offensichtlich, dass die T-Ag-Expression sich nicht nur auf epitheliale Zellen
beschrankt, sondern auch von Zellen exprimiert wird, die den mesenchymalen Marker
Vimentin exprimieren (hier bereits in einer frihen Passage). Ein GroRteil der Zellen exprimiert
Keratin 8/18, die Expression von mutp53 beschrinkt sich auf vereinzelte Zellen, was der
Expression im H22-NP8 Tumor entspricht. Auch die H22N8 Zellen spiegeln den Phanotyp des
Ursprungtumors wider und die Zellen konnten dariiber hinaus ihr stabiles Erscheinungsbild mit

epithelialen und mesenchymalen Zellen etablieren.

T-Ag Epcam DRAQ5 T-Ag Vimentin DRAQS K8/18 DRAQS mutp53 DRAQS

Abbildung 33: Immunfluoreszenzanalyse von H22N8 Zellen (Passage 14)

Immunfluoreszenzfarbungen von H22N8 Zellen (konfokale Aufnahmen): Es wurde die Expression der
Epithelialmarker (Epcam, Keratin 8/18), Mesenchymalmarker (Vimentin) und der Transgene (SV40 T-Ag und
mutp53) untersucht (MaBstab 50 um).

Durch die Analysen konnte gezeigt werden, dass die H8N8 und H22N8 Zellen den
beschriebenen G-2 Zellen dhneln. Weiterhin konnte fiir die Zellen gezeigt werden, dass sie ein

stabiles und homodostatisches Zellsystem mit sowohl epithelialen als auch mesenchymalen
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Zellen darstellen. Die Stabilitdt in der Ausbildung beider Kompartimente wurde fiir die H8N8

Zellen zusatzlich durch Softagarklonierungsexperimente (Daten nicht gezeigt) bestatigt.

5.2.4. Analyse der Tumorigenitat und Disseminierungseigenschaften der

WAP-T Zelllinie H8N8

Weitere wichtige Eigenschaften, die die WAP-T Tumorzelllinien als in vitro Modell fir das
Maussystem aufweisen sollten, ist die Fahigkeit nach Transplantation Tumore zu initiieren, die
endogenen undifferenzierten WAP-T Tumoren phanotypisch dhneln, sowie die Fahigkeit
Metastasen zu bilden. Fiir die G-2 Zellen wurde dies bereits untersucht: 10 Zellen sind fiir eine
Tumorbildung ausreichend, und sie verursachen in geringer Frequenz pulmonale Metastasen
(Wegwitz et al., 2010). Fir die nachfolgenden Experimente wurde der Fokus auf die H8NS8
Zellen gelegt, da diese im Vergleich zu den H22N8 Zellen deutlich mehr mutp53 exprimieren
(siehe 5.2.3) und der Effekt des mutierten Proteins analysiert werden soll. Als
Transplantationsempfanger wurden nicht-induzierte NP8 Mause verwendet, da sie einen
nahezu syngenen Hintergrund besitzen. In friiheren Transplantationsexperimenten mit G-2
Zellen wurde gezeigt, dass die Tumor-initiierende Effizienz in Wildtyp-BALB/c deutlich
verringert ist. Moglicherweise fiihrt die Transgenexpression zur Erkennung der Zellen als

»fremd” durch das Immunsystem.transgenexpre

5.2.4.1. Tumor-initiierende Fahigkeiten der H8N8 Zellen

Um die Tumor-initiierenden Eigenschaften der H8N8 Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen
in einem Gemisch aus Matrigel und Zellkulturmedium (1:1) orthotop in das Mammagewebe #3
(abdominal, linke Seite) unverpaarter NP8 Mausen injiziert. Matrigel ist eine kommerzielle
Mischung von ECM-Komponenten, das die Eigenschaft besitzt, auf Eis dickfllssig zu sein und
bei Temperaturen liber 16°C zu polymerisieren. Die Anwendung von Matrigel ermdoglicht eine
Fixierung der Zellen am Injektionsort. Um die Frequenz der tumorigenen Zellen einschatzen zu
kénnen, wurden verschiedene Zellzahlen transplantiert: 10%, 10% 100 und 10 Zellen. Die M&use
wurden beim Erreichen des Praparationskriteriums (TumorgroRe zwischen 1,4 cm und 1,5 cm
Durchmesser) prapariert und einige Organe fiir spatere Analysen zur Disseminierungsfahigkeit
der H8N8 Zellen entnommen: neben Milz, Leber und Lunge wurden weitere Mammagewebe
(#2 und #7) sowie Blut und Knochenmark entnommen und in Stickstoff schockgefroren (siehe
Kapitel 4.3.2). Nach sechs Monaten wurde das Zeitlimit des Experiments erreicht und Tiere, die

bis dahin keinen Tumor entwickelt haben, wurden nach gleichem Schema prapariert.
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Abbildung 34: Tumorigenitdt der H8N8 Zellen in NP8 Mausen

A) H8NS8 Zellen unterschiedlicher Konzentrationen wurden in NP8 Mausen transplantiert, um die Tumor-
initilerenden Eigenschaften zu untersuchen. Die Frequenz der H8N8 Zellen, zu Tumoren auszuwachsen, ist hoch: 10
Zellen sind ausreichend. B) H&E-Farbungen des Primartumors (Ursprung der H8N8 Zellen) und zweier
transplantierter Tumore, die einen dhnlichen Differenzierungsgrad aufweisen (MaRstab: 100 um).

Wie in Abbildung 34A zu sehen ist, entwickelten 78% der transplantierten NP8 Mause
Mammakarzinome. Sichtbar ist auch die Abhangigkeit der transplantierten Zellzahl, dennoch
sind zehn Zellen fiir eine Tumorinitiation (4 von 6 Transplantationen) ausreichend, was fiir eine
hohe Anzahl von Tumor-initiierenden Zellen in der H8N8 Zelllinie spricht.

Anhand H&E-Farbungen der urspriinglichen und transplantierten Lasionen wurde gezeigt, dass
Primar- und Sekundartumore morphologisch sehr dhnlich sind (Abbildung 35B), samtliche
Sekundartumore wurden als undifferenzierte Mammakarzinome (Grad 3) klassifiziert.

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen konnte ebenfalls bestdtigt werden, dass durch
Transplantation von H8N8 Zellen Tumore entstehen, die sowohl dem Ursprungstumor
hinsichtlich Morphologie und Markerprofile dhneln als auch untereinander vergleichbar sind
(Abbildung 35). So wurden die Transgene T-Ag und mutp53 in transplantierten Tumoren
(unabhéngig von der transplantierten Zellzahl) ebenso nur von Epithelzellen und in ahnlicher
Konzentration exprimiert. Gleiches trifft auf die Expression von Epithelial- und
Mesenchymalmarkern zu: mehrheitlich exprimieren Tumorzellen das Keratin 8/18, seltener
das Keratin 14, in wenigen Fallen werden beide Keratine in einer Zelle ko-exprimiert. Die
Expression von Vimentin beschrdankt sich in Tumoren auf mesenchymale Zellkompartimente

wie z.B. Stroma.
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A 12957-8 Primartumor
Epcam Vimentin DRAQ5 K8/18 K14 DRAQ5S T-Ag Epcam DRAQS mutp53 DRAQS

B 13430-3 transplantierter Tumor (10 Zellen)
Epcam Vimentin DRAQS  K8/18 K14 DRAQS T-Ag Epcam DRAQS mutp53 DRAQS

C 13511-3 transplantierter Tumor (10 Zellen)
K8/18 K14 DRAQS T-Ag Epcam DRAQS mutp53 DRAQS

Abbildung 35: Immunfluoreszenzfarbung von transplantierten Tumoren

Expression der Transgene und epithelialer und mesenchymaler Marker im Primartumor (A) und in transplantierten
Tumoren (B: 10° Zellen transplantiert und C: 10 Zellen transplantiert): in den Tumoren wird Epcam von epithelialen
Zellen und Vimentin von Stroma des Tumors exprimiert. Viele Zellen sind Keratin 8/18-positiv, Keratin 14-positiv ist
eine geringere Anzahl von Zellen. Es sind auch Zellen vorhanden, die beide Keratine ko-exprimieren. Die Transgene
T-Ag und mutp53 werden von einer Vielzahl von Zellen exprimiert. Die Expression der untersuchten Proteine in den
transplantierten Tumoren ist mit der des Primdrtumors vergleichbar (konfokale Aufnahmen, MaRstab 50 um).

5.2.4.2. Disseminierung und Metastasierung von H8N8 Zellen in entfernte Organe

Die Fahigkeit zu disseminieren ist Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Metastasierung. Um die
Disseminierungseigenschaften der H8N8 Zellen zu studieren, wurde DNA aus verschiedenen
Organen (Mammagewebe, Milz, Leber, Lunge, Gehirn, Blut, Knochenmark) isoliert und mittels
PCR auf die Anwesenheit des mutp53-Transgens untersucht. Mutp53 ist in den
transplantierten H8N8 Zellen vorhanden, aber nicht in den Zellen der NP8 Mause, welche nur
das SV40 T-Ag Transgen besitzen. Mit dieser Methode konnte eine hohe Sensitivitat erreicht
werden: bei der Etablierung und Optimierung der Methode gelang es, noch 100 H8N8 Zellen in

50 mg Lebergewebe (BALB/c) nachzuweisen.
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Abbildung 36: Beispiel fiir die Analyse der disseminierten H8N8 Zellen nach Transplantation

Es wurden zehn verschiedene Organe (Mammagewebe #2, #3 (Tumor), #7, Leber, Milz, Lunge, Gehirn, Blut,
Knochenmark (rechts und links)) auf die Anwesenheit von H8N8 Zellen mittels PCR untersucht. Die mutp53-
spezifische PCR erfolgte Gber den HA-Tag des Transgens, sie wurde 2-mal durchgefiihrt und eindeutige Banden in

beiden PCRs wurden als positiv gewertet. Fir die PCRs wurden jeweils 200 ng DNA eingesetzt. Als DNA-
Ladekontrolle diente die Aktin-PCR. Kontrollen fiir die mutp53-PCR: H8N8 Zellen als Positivkontrolle, Gewebe von
NP8 und BALB/c als mutp53-Negativkontrolle, H,0 als Kontaminationskontrolle.

Von den insgesamt 18 transplantierten Tieren entwickelten 14 Mause Mammakarzinome. Zwei

Tiere (2x 100 Zellen transplantiert) bekamen Fibrosarkome an anderen Stellen als MG #3 und

zwei weitere Mause (2x 10 Zellen transplantiert) entwickelten keinen Tumor innerhalb der

Dauer des Experiments von 6 Monaten. Des Weiteren wurden von drei Tieren (1x 10*, 2x 10°

Zellen transplantiert) nicht alle Organe entnommen, so dass diese insgesamt sieben Tiere fir

die Analyse der Disseminierungseigenschaften der H8N8 Zellen nicht beriicksichtigt wurden.

Die Organe der verbleibenden elf Mause wurden auf disseminierte H8N8 Zellen untersucht.

Das Ergebnis der PCR ist in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Ubersicht der auswertbaren Tiere und PCR-Ergebnisse der disseminierten Tumorzellen in distante

Organe
MG — Mammagewebe, KM — Knochenmark

iae;:; H;\i?- '\;IZG (-ICIJén#??:) '\;';3 Leber  Milz  Lunge Gehirn  Blut reKc'\:ts Iilfwl\lils Or:::\.ne
10° 13429  + + + + + + + 6
13430 + + + + + 4
10° 13437+ + + + 3
100 13428 + + + + 3
13441 + + + + + 4
13438 + + 1
13442 + + + 2
10 13510 + 0
13511 + 0
13439 + + 1
13512 + + + 3
Pravalenz fir
bestimmte 36.4 100.0 455 364 18.2 455 45.5 0.0 18.2 0.0

Organe (in %)
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Es konnte gezeigt werden, dass H8N8 Zellen in der Lage sind, sich in entfernte Organe
auszubreiten. Im Durchschnitt wurden in 3,0 Organen pro Maus disseminierte Tumorzellen
gefunden. Selbst Tumore, die aus nur 10 Zellen initiiert wurden, sind zur Disseminierung
befdhigt. Zusatzlich wurde Uberprift, ob eine Pravalenz fir bestimmte Organe zur
Disseminierung vorhanden ist. Haufig waren Gehirn, Lunge und Mammagewebe #7 betroffen,
hier wurden in 45,5% der Falle, also in 5 von 11 Tieren, H8N8 Zellen detektiert. Hingegen
konnten im Blut und im Knochenmark des linken Beins keine disseminierten Tumorzellen

entdeckt werden.

Um die Frage zu klaren, ob die H8N8 Zellen neben der Disseminierung auch zur
Metastasierung befdhigt sind, wurden die Lungen anhand eines Schnitts (H&E-Farbung) pro
Tier untersucht. In knapp 30% der Falle entwickelten die tumortragende Empfangertiere
Metastasen in der Lunge (4 von 14 Mausen). Um die Abstammung der Metastasen von den
Tumorzellen nachzuweisen, wurden mutp53-Farbungen an Paraffinschnitte der Lungen
durchgefiihrt. Da mutp53 nur in den transplantierten Zellen, nicht aber in den Zellen der
Empfangertiere, exprimiert wird, konnte die Abstammung der Metastasen vom Tumor

nachgewiesen werden.

Abbildung 37: Entwicklung pulmonaler Metastasen nach Transplantation von H8N8 Zellen

Nach Transplantation von H8N8 Zellen konnten in einigen Fallen Lungenmetastasen mittels IHC detektiert werden.
In den H&E-Farbungen sind die Metastasen durch Pfeile markiert. Anhand der mutp53-Farbung konnte die
Abstammung der Metastasen von H8NS8 Zellen bestatigt werden. (MaRstab H&E: 500 um, mutp53: 100 um).

Die vorangegangenen Experimente dienten der weiteren Charakterisierung der H8N8 Zellen.
Die Zellen zeichnen sich durch ein hohes tumorigenes Potential aus: bereits 10 Zellen sind fir
die Initiation neuer Tumore ausreichend. Weiterhin sind die Zellen in der Lage, sich vom Tumor
zu l6sen und sich in entfernte Organe auszubreiten, was flr den Start des Metastasierungs-
prozesses unumganglich ist. Ferner konnte auch gezeigt werden, dass H8N8 Zellen durchaus

den Mehrschritt-Prozess der Metastasierung vollenden und Metastasen bilden kénnen.
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5.2.5. Ubertragung der EMT-Ergebnisse auf das in vitro Zellsystem

Fir die G-2 Zellen wurde bereits das Vorhandensein von mindestens zwei verschiedenen
Populationen gezeigt: diese konnen anhand ihrer Markerexpression (epithelial oder
mesenchymal) in eine quasi-epitheliale und eine quasi-mesenchymale Population
unterschieden werden. Beide Populationen sind in der Lage, das jeweils andere Kompartiment
mittels EMT-Prozess wiederherzustellen. Die Zellen bilden ein homodostatisches System
(Wegwitz et al., 2010). In den vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die
H8NS8 Zellen in ihren Eigenschaften hinsichtlich Markerexpression (epithelial, mesenchymal)
und Morphologie der transplantierten Tumore den endogenen undifferenzierten Tumoren
sehr dhneln und mit den G-2 Zellen vergleichbar sind. Mit Hilfe von Softagarklonierungen
wurde fir die H8N8 Zellen ebenfalls nachgewiesen, dass sie ein homoostatisches Zellsystem
darstellen. Mit Hilfe der beiden Zellsysteme sollte die EMT-Signatur der bitransgenen Tumoren
in vitro bestatigt werden.

Fiir die Validierung der EMT-Signatur wurden H8N8 und G-2 Zellen mit Epcam-Antikorper

high

inkubiert und durch FACS-Sortierung in eine epitheliale (Epcam™") und eine mesenchymale

low

(Epcam™”) Population separiert. Aus den Populationen wurde RNA isoliert, cDNA synthetisiert
und fiir gPCR-Analysen verwendet. Hierbei wurden fiir die einzelnen Gene der EMT-Signatur in
Exon lokalisierte Primer eingesetzt. Anhand Abbildung 38 wird deutlich, dass die Mehrzahl der
Gene der EMT-Signatur in dem quasi-mesenchymalen Kompartiment starker exprimiert ist als

in der quasi-epithelialen, Epcamhigh

Zellpopulation. Gene, die in den Kompartimenten der G-2
Zellen nicht reguliert sind, sind Pdgfb und Etv1. In den H8N8 Zellen ist zusatzlich /tga5 nicht
differenziell reguliert, wahrend Etvl gegensatzlich exprimiert ist. Ursache fiir die nicht-
differenzielle Expression von Pdgfb und Itga5 in den Populationen koénnte in einer
andersartigen Regulation der Signalwege in der Zellkultur aufgrund fehlender Zell-Zell-

Kontakte, speziell Tumor-Stroma-Interaktionen, sowie fehlender Wachstumsfaktoren

begriindet sein.
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Abbildung 38: Validierung der EMT-Signatur in G-2 und H8N8 Zellen

Nach Epcamhigh und EpcamIOW sortierte Zellen (n=3) wurden flir gPCR-Analysen eingesetzt, um die EMT-Signatur, die
aus den Mikroarrays gewonnen wurde, auf in vitro Systeme zu Ubertragen. Die Expression der meisten Gene ist in
dem mehr mesenchymalen Kompartiment héher als in der epithelialen Population. Pdgfb ist in beiden Zelllinien
nicht differenziell reguliert, in den G-2 Zellen ist zusatzlich Etvl nicht reguliert. In den H8NS8 gibt es keinen
Unterschied in der ltga5-Expression und die des Etvi-Gens ist gegensatzlich reguliert.

Beide Zellsysteme weisen fir die meisten Gene der EMT-Signatur (8 von 10 Genen) eine
differenzielle Expression auf. So korreliert die Expression der EMT-assoziierten Gene mit dem
quasi-mesenchymalen Kompartiment, wahrend sie in quasi-epithelialen Zellen schwacher
exprimiert sind. Das Experiment unterstitzt auRerdem die Giltigkeit der EMT-Signatur in den
Tumoren. Zusatzlich konnte die Eignung der Zelllinien fiir die Erforschung des Metastasierungs-

prozesses in vitro verifiziert werden.

5.3. Manipulation des WAP-T Tumorzellsystems

5.3.1. TgfB1-/PDGF-Stimulation zur Induktion von EMT

Nach Evaluierung der EMT-Signatur in den H8N8 und G-2 Zellen galt es zu lGberprifen, ob die
Induktion von EMT in den Zellen die Regulation der gleichen Gene beeinflusst. So bestand die
Frage, ob eine EMT tatsachlich fir die Regulation der Gensignatur verantwortlich ist und
dadurch die Metastasierung in den bitransgenen Mausen forciert. In den Mikroarrays wurde
eine erhohte Expression von TgfB1 und Pdgfb in den bitransgenen Tumoren gefunden. TgfB1
ist in der Literatur als potenter EMT-Induktor beschrieben und wird haufig verwendet, um den
Prozess der EMT in vitro auszuldsen (Xu et al., 2009; Wendt et al., 2011; Chen et al., 2012). Fir
PDGF-D wurde 2007 beschrieben, dass es ebenfalls in der Lage ist, in Prostata-Krebszellen EMT
zu induzieren (Kong et al., 2008). Beide Molekiile wurden deshalb als Induktoren fir die
epithelial-mesenchymale Transition in den Zellen verwendet.

H8NS8 und G-2 Zellen wurden mit TgfB1 (10 ng/ml) bzw. mit PDGF-BB (50 ng/ml) tber einen

Zeitraum von sieben Tagen behandelt (taglicher Mediumwechsel mit erneuter Zugabe der
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Wachstumshormone, kein Umsetzen der Zellen in diesem Zeitraum) und dabei Verdnderungen

in der Zellmorphologie beobachtet.

Abbildung 39: Einfluss von Tgf1 und PDGF-BB auf die Morphologie der Tumorzellen

Behandlungen der H8N8 und G-2 Zellen mit Tgf1 bzw. PDGF-BB lber einen Zeitraum von 7 Tagen fiihrten zu einer
Veranderung der Zellmorphologie. Die Mehrzahl der Zellen wies einen langestreckten, mesenchymalen Phanotyp
auf, wenn sie mit TgfBloder PDGF-BB behandelt wurden. Die Kontrollzellen hingegen behielten ihren mehrheitlich
epithelialen Phanotyp, sie bildeten viele kompakte Inseln. (MaRstab: 250 pum)

Wahrend die Kontrollzellen einen eher epithelialen Phanotyp zeigten (sie wiesen das typische
Kopfsteinpflaster-artige Aussehen auf und gruppierten sich bevorzugt in kompakten Inseln),
waren bei den mit TgfB1- oder PDGF-BB-behandelten H8N8 und G-2 Zellen morphologische
Veranderungen erkennbar (Abbildung 39): die Zellen waren langlicher, lagerten sich kaum
noch in Gruppen zusammen und schienen eine mehr mesenchymale Morphologie zu besitzen.
Mit zunehmender Konfluenz (96 h) wurde die Verdanderung deutlicher. Die Verdnderungen der
Zellmorphologie unter Zugabe von TgfB1 bzw. PDGF-BB gab den ersten Hinweis, dass beide
Faktoren eine EMT in WAP-T Tumorzellen induzieren kénnen.

Um dies zu untermauern, wurde im nachsten Schritt eine Analyse der Genexpression einiger
relevanter Gene (Epcam als Epithelialmarker, Vimentin als Mesenchymalmarker, Mmp3 und
Zebl als EMT-assoziierte Gene) durchgefiihrt. Dabei sollte Uberpriift werden, ob die
Behandlungen der Zellen mit den Wachstumsfaktoren tatsachlich die molekularen Merkmale
einer EMT und Verstarkung mesenchymaler Charakteristika in den Zellen hervorruft. Daftr
wurden die Zellen mit TgfBl bzw. PDGF-BB behandelt und nach drei bzw. sieben Tagen

geerntet und die Genexpression mit Hilfe der gPCR untersucht.



Ergebnisse | 105

H8N8 M Kontrolle ™ PDGF-BB & TGFB1
Epcam Vimentin Mmp3 Zebl
15 7 T 15 7 37
o | ] * .
£ 11 3 = 10 § ] 2 3
= = - ! 1 =
o« ! i _
o 3 r . 1 ‘ . 0+ —.. . § (! .
3 Tage 7 Tage 3 Tage 7 Tage 3 Tage 7 Tage 3 Tage 7 Tage
G-2 M Kontrolle ™ PDGF-BB “ TGFB1
Epcam Vimentin Mmp3 Zebl
15 7 2 3 20 - 10 g
7% IR N F_— 1
: Wz 14 ~ — 0] . |
gos 0.53i ! — 5 ] 2 1 . | |
0o L - ] 0 Lomdilliny NN el .
3 Tage 7 Tage 3 Tage 7 Tage 3 Tage 7 Tage 3 Tage 7 Tage

Abbildung 40: Quantitative PCR der H8N8 und G-2 Zellen nach Tgfp1- bzw. PDGF-BB-Stimulation

In der oberen Reihe ist das Ergebnis der qPCR der H8NS8, in der unteren Reihe das Ergebnis der G-2 Zellen
dargestellt. Die Behandlung mit TgfB1 oder PDGF-BB fiihrt zumeist zur Reduktion von Epcam, zur Hochregulation
von Vimentin, Mmp3 und Zeb1. Als Kontrolle wurde die gleiche Menge einer 2 mg/ml BSA in PBS-L6sung verwendet.

In beiden Zelllinien wurde beobachtet, dass der groRte Effekt auf die Genexpression durch eine
7-tagige Tgff1-Behandlung hervorgerufen wurde. In den H8N8 Zellen war nach drei Tagen eine
deutliche Reduktion von Epcam zu beobachten, die allerdings nach sieben Tagen nicht mehr so
stark ausfiel. Moglicherweise lag das an der zunehmenden Konfluenz der Zellen, die dann
offensichtlich mehr epitheliale Marker exprimierten. Dennoch war in den H8N8 Zellen nach
sieben Tagen ein signifikanter Anstieg der Vimentin-Expression (PDGF-BB: 2-fach, Tgff1: knapp
3-fach) zu beobachten. Die PDGF-BB-Behandlung fiihrte nach sieben Tagen zu einer 8-fach
starkeren Mmp3-Expression als in den Kontrollzellen. Durch Tgff1-Stimulation wurde bereits
nach drei Tagen ein drastischer Anstieg der Mmp3-Expression festgestellt, allerdings war sie
nach sieben Tagen deutlich reduziert und nicht mehr signifikant verschieden zur Kontrolle. Ob
hier die Konfluenz der Zellen ebenfalls eine Rolle spielte, ist derzeit nicht geklart und bedarf
weiterer Untersuchungen. Beziglich der Zeb1-Expression stellte sich heraus, dass nur durch
Stimulation von TgfP1 die Expression des Gens um das 2-fache gesteigert wurde.

Ein dhnliches Bild ist auch in den G-2 Zellen zu finden: Epcam war nach sieben Tagen durch
PDGF-BB-Stimulation 2-fach und durch Tgf1 sogar 5-fach reduziert. Die Expression von Mmp3
und Zeb1 stieg durch Behandlung mit TgfB1 nach sieben Tagen signifikant an: Mmp3 16-fach
und Zeb1 knapp 7-fach. Die Stimulation mit PDGF-BB fiihrte lediglich zu einem circa 2-fachen
Anstieg der EMT-assoziierten Gene. Die Vimentin-Transkription zeigte keine eindeutigen

Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungen und der Kontrolle.
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Kontrolle PDGF-BB TGFB1

Abbildung 41: Immunfluoreszenzfirbungen der H8N8 und G-2 Zellen sieben Tage nach Tgfpl- und PDGF-BB-
Stimulation
Die Zellen wurden sieben Tagen lang mit TgfB1l bzw. PDGF-BB behandelt. Es ist zu erkennen, dass in beiden
Zelllinien der Anteil der Vimentin-positiven Zellen hoher ist, dennoch sind auch epitheliale (Epcam-positiv) Zellen
vorhanden.

Zur Analyse der Proteinlevel von Epcam und Vimentin wurden H8N8 und G-2 Zellen auf
Deckgldschen ausgesat und sieben Tage mit TgfBl (10 ng/ml) oder PDGF-BB (50 ng/ml)
behandelt. Anschlieend wurden die Zellen mit PFA fixiert und eine Ko-Farbung mit Epcam-
und Vimentin-Antikorper durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit Hilfe des konfokalen Mikroskops
aufgenommen. Es wurde eine Erh6hung der Anzahl von Vimentin-exprimierenden Zellen durch
Stimulation mit TgfB1l oder auch mit PDGF-BB beobachtet. Dennoch waren auch epitheliale,
Epcam-positive Zellen vorhanden, die sich meist Insel-artig zusammenlagerten. Aber im
Vergleich zur Kontrolle war der Anteil der epithelialen Zellen durch die Behandlung reduziert.
Auch die Zellkernmorphologie hatte sich durch die Zugabe der Wachstumsfaktoren verandert:
in epithelialen Zellen war der Kern lGberwiegend rund und kompakt, wahrend viele Kerne der
behandelten Zellen eine langgezogene Form aufwiesen, was zusatzlich mit einer Vimentin-
Expression korrelierte. Die Immunfluoreszenzbilder bestatigten die Morphologieveranderung
der Zellen in Abbildung 39.

Zusammenfassend wurde beobachtet, dass TgfB1 in der Lage ist, den Prozess der epithelial-
mesenchymalen Transition in den WAP-T Tumorzellsystemen zu initiieren und dadurch die

Expression epithelialer, mesenchymaler und EMT-assoziierter Gene beeinflussen kann. Unter
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den gleichen experimentellen Bedingungen (Konzentration, Konfluenz, usw.) weist PDGF-BB
einen geringeren Wirkungsgrad als TgfB1 fiir die Induktion von EMT in WAP-T Tumorzellen auf.
Dennoch bewirken beide Reagenzien die Induktion einer EMT, die zur Hochregulation von zwei
Genen der EMT-Signatur (Zeb1l und Mmp3) fuhrt. Die Ergebnisse der EMT-Induktion in vitro
weisen darauf hin, dass die veranderte Expression der Gene wie Zebl und Mmp3 in den

Tumoren vermutlich durch Aktivierung des EMT-Prozesses bedingt ist.

5.3.2. Einfluss von mutp53 (R270H und R245W) in G-2 Zellen auf den EMT-

Prozess

Im Folgenden wurde Gberprift, welche Auswirkung die ektope Expression von mutp53 auf die
epithelial-mesenchymale Transition, im speziellen auf die Expression von Epcam, Vimentin,
Zebl und Mmp3, hat. Hierfir wurden die G-2 Zellen verwendet, da diese mutp53 im
Gegensatz zu H8NS8 Zellen nur sehr schwach exprimieren (Abbildung 30).

Die Produktion infektioser, aber replikationsinkompetenter Viren erfolgte durch Ko-
Transfektion des lentiviralen Vektors und den Helferplasmiden (Gag/Pol, Rev, Vsv-G) in 293T
Zellen. Die anschlieBende Infektion von G-2 Zellen mit dem Virus fiihrte zu Integration des
mutp53-HA-Konstrukts in die genomische DNA der Zellen. Als Kontrolle dienten G-2 Zellen, die
mit dem LeGO-iG2-Leervektor infiziert wurden. Nach mehrmaligem Infizieren mit neuem
Virusliberstand zur Verbesserung der Transduktionseffizienz wurden die Zellen zur

Anreicherung mindestens 2x nach GFP sortiert.

Leervektor mutp53R270H mutp53R24W

Abbildung 42: Mutp53-iiberxprimierende G-2 Zellen

In der oberen Reihe sind Phasenkontrastbilder von G-2 Zellen in geringerer Zelldichte, in der unteren Reihe
konfluent gewachsenen Zellen zu sehen. Die Zellen mit dem Leervektor zeigen vermehrt eine epitheliale
Morphologie, wahrend Zellen, die mutp53 Uberexprimieren, ein verandertes Aussehen aufwiesen, sie erschienen

R245W

langlicher und mehr mesenchymal. Besonders deutlich wird der Effekt, wenn mutp53 exprimiert wird

(MaBstab: 250 um).
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Die Uberexpression von mutp53, sowohl R245W- als auch R270H-Mutation, fiihrte zu
Veranderungen im Erscheinungsbild der G-2 Zellen (Abbildung 42). Die Zellen wiesen nicht
mehr die typische epitheliale Morphologie auf: wahrend Epithelzellen sich durch eine runde,
kompakte Zellform auszeichneten, wies die Mehrzahl der mutp53-exprimierenden Zellen einen
eher langgestreckten, mesenchymalen Zellkérper auf. Ob die mutp53-Expression auch die
Genexpression bestimmter Gene wie Epcam, Vimentin, Mmp3 und Zebl beeinflusst, wurde

nachfolgend untersucht.
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Abbildung 43: Relative Quantifizierung einer ektopen mutp53-Expression und der Effekt auf die Expression
weitere Gene

Die Genexpression von mutp53, Epcam, Vimentin, Zeb1 und Mmp3 wurden mit Hilfe der qPCR untersucht (n=3).
A) Darstellung der ACt-Werte flr die Signifikanzberechnung (t-Test, p<0,05), die sich auf den Leervektor bezieht.
Niedrigere ACt-Werte bedeuten eine hohere Expression des Gens. Die Expression von mutp53, Epcam, Vimentin
und Mmp3 war signifikant verschieden zu Leervektor transduzierten Zellen, wenn die Zellen mutp53
iberexprimierten. B) Darstellung der RQ-Werte: die ektope Uberexpression von mutp53 fiihrte zu Hochregulation
von Vimentin und Mmp3, wahrend die Epcam-Expression in mutp53-tberexprimierenden Zellen reduziert war. Die
Zeb1-Expression wurde durch die mutp53-Expression nicht beeinflusst.

Mittels gPCR wurde die Effizienz der mutp53-Transduktion Gberprift. In den
Uberexprimierenden Zellen ist mutp53 ca. 25-fach starker transkribiert. Die Expression von
mutp53 fiuhrte zur drastischen Reduktion der Epcam-Expression (mutp53%***": 100-fach,
mutp53%¥’°": 500-fach), gleichzeitig war die Expression des mesenchymalen Markers Vimentin
erhoht. Beide p53-Mutationen fiihrten zu einem ~2,5-fachen Anstieg der Vimentin-Expression.
Darliber hinaus sollte Uberpriift werden, ob mutp53 EMT-assoziierte Gene reguliert. Dazu
wurde die Expression von Mmp3 und Zebl untersucht: wahrend eine nicht-signifikante
Tendenz fir eine verstarkte Zebl-Expression in Zellen, die zusatzlich mutp53 exprimierten,

beobachtet werden konnte, wurde fiir Mmp3 ein deutlicher Anstieg der Expression gemessen,

wobei die Werte stark schwankten (3-fach bis 217-fach).
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Abbildung 44: Mutp53-Expression in G-2 Zellen und seine Wirkung auf den Epcam-Spiegel

R245W R270H (

G-2 Zellen wurden mit mutp53 oder mutp53 LeGO-iG2) transduziert und die Anzahl der Epcam-positiven

Zellen in der GFP-exprimierenden Zellfraktion mittels FACS analysiert. Es wird deutlich, dass die zusatzliche
Expression von mutp53 zum Verlust von Epcam flhrt.

Es wurde der Effekt der mutp53-Expression zusatzlich auf den Proteinlevel von Epcam mit Hilfe
der Durchflusszytometrie untersucht (Abbildung 44). Circa 20% der Zellen, die mit dem LeGO-
iG2-Leervektor transduziert wurden, tragen das Epcam-Molekil auf der Zelloberflache. Die
ektope Expression von mutp53 fihrte zu einer starken Reduktion der Epcam-positiven

R270H

Zellanzahl. In Zellen, die mutp53 exprimieren, wurde Epcam nur von 2,6% der Zellen

exprimiert und in Zellen mit mutp53**%

waren nur noch knapp 8% Epcam-positiv. Dies
entspricht einer 13-fachen bzw. einer fast 4-fachen Reduktion der Zellen, die den

Epithelialmarker exprimierten.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die Expression von mutp53 (R245W und
R270H) in G-2 Zellen zum Verlust der Epcam-Transkription und zur reduzierten Anzahl von
Epcam-positiven  Zellen fihrt. Zusatzlich wurde eine erhohte Expression des
Mesenchymalmarkers Vimentin und des EMT-assoziierten Gens Mmp3 in der gPCR
nachgewiesen. Zeb1 war hingegen in mutp53-exprimierenden Zellen nur tendenziell reguliert.
Die Ergebnisse korrelieren mit der mehr mesenchymalen Morphologie der Zellen nach
mutp53-Transduktion. Diese Experimente liefern deutliche Hinweise auf eine Beteiligung von

mutp53 am EMT-Prozess.
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5.3.3. Uberexpression von EMT-relevanten Genen (Zeb1/Mmp3) in HS8N8

Zellen

Als nachstes wurde der Einfluss einzelner Gene der EMT-Signatur in den Tumorzellsystemen
untersucht, ob diese Gene fiir die erhohte Metastasierungsrate in den W10-NP8 Tumoren
verantwortlich sein kdnnten. Der Fokus wurde auf Zeb1, als Induktor der EMT bekannt, und
auf Mmp3, welches eine Rolle beim Abbau der extrazelluldren Matrix spielt und ebenfalls EMT
durch Freisetzung von B-Catenin ausldsen kann, gelegt.

Die Produktion lentiviraler Partikel erfolgte in 293T Zellen, die neben dem LeGO-iG2-Plasmid
mit den zu untersuchenden Genen zuséatzlich mit Helferplasmiden ko-transfiziert wurden. Als
Kontrolle wurde erneut der LeGO-iG2-Leervektor verwendet. AnschlieBend wurden H8N8
Zellen mit den Viren mehrmals infiziert und die GFP-positiven Zellen (iber FACS (mindestens

2x) angereichert.

Die ektope Expression von Zebl und Mmp3 fihrte zu morphologischen Verdnderungen der
H8N8 Zellen (Abbildung 45). Wahrend die Kontrollzellen, die mit dem LeGO-iG2-Leervektor
transduziert waren, die typische Morphologie von H8N8 Zellen aufwiesen, also sich in vielen
epithelialen Inseln gruppierten, aber auch einige mesenchymale Zellen vorhanden waren, war
in den Mmp3- und Zebl-lberexprimierenden Zellen eine deutliche Verschiebung in Richtung
mesenchymaler Morphologie zu beobachten. Hier wiesen die meisten Zellen nun eine

langestreckte, Fibroblasten-dhnliche Zellform auf.

Abbildung 45: Einfluss der Zeb1- und Mmp3-Expression auf die Morphologie der H8N8 Zellen
Die ektope Uberexpression von Mmp3 und Zeb1 in den H8N8 Zellen fiihrte zu einer veranderten Zellmorphologie.
Die Zellen mit dem Leervektor zeigten eher eine epitheliale Morphologie, wahrend die Mmp3- und Zebl-
Uberexprimierenden Zellen eher langlicher und mesenchymaler erschienen (MaRstab: 75 pum).

Als nachstes wurde Uberpriift, ob die Transkription von Zeb1 und Mmp3 in der qPCR bestatigt
werden kann und ob sie einen Einfluss auf die Expression des Epithelialmarkers Epcam haben.
Dazu wurden vier verschiedene Passagen der modifizierten Zellen geerntet, RNA isoliert und

cDNA hergestellt, die dann fir gPCR-Analysen verwendet wurde.
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Abbildung 46: Expression der Transgene Mmp3 und Zeb1 in H8N8 Zellen und deren Einfluss auf die Epcam-
Expression

H8N8 Zellen wurden mit lentiviralem Vektor (Leervektor, Zebl bzw. Mmp3) infiziert und anschliefend wurden vier
verschiedene Passagen bezlglich der Transgenexpression analysiert und zusammengefasst: in den Mmp3-
Uberexprimierenden Zellen wurden eine 2500x gesteigerte Expression von Mmp3 detektiert. Zebl-
Uberexprimierende Zellen wiesen eine ca. 20-fach starkere Expression des Gens auf. Die Transgenexpressionen von
Zeb1 und Mmp3 fihrten zur Reduktion der Epcam-Expression.

Zuerst wurden die Zellen auf ihre Transgenexpression untersucht: Mmp3-liberexprimierende
H8N8 Zellen zeigten eine 2500-fache Erhdéhung in der Expression des Mmp3-Gens und Zebl-
Uberexprimierende Zellen hatten eine 20-fach hohere Expression des Zeb1-Gens im Vergleich
zur Kontrolle. Die Expression der Transgene bewirkte einen deutlichen Effekt auf die
Expression des epithelialen Markers Epcam: in Mmp3-infizierten Zellen war die Epcam-
Expression durchschnittlich 2-fach reduziert, wohingegen die Zeb1-Expression mit einer knapp
6-fachen Reduktion der Epcam-Expression korrelierte. Offenbar fiihrt die Uberexpression der
Transgene in den H8N8 Zellen zu einer Verschiebung des Phanotyps, sie entfernen sich von
einer epithelialen Morphologie und verlieren die Epcam-Expression. Interessant zu
beobachten war, dass Zeb1-Uberexpression in den Zellen zu einem ca. 4-fachen Anstieg der
Mmp3-Expression flhrte. Zeb1 als Transkriptionsfaktor induziert EMT und als nachfolgendes
Zielgen wird Mmp3-Expression u.a. zur Degradation von ECM-Proteinen aktiviert (Blavier et al.,

2010).

Der Effekt der ektopen Uberexpression von Mmp3 und Zebl auf die Anzahl der Epcam-
positiven Zellen wurde mittels FACS untersucht. Dazu wurden die GFP-positiven Zellen auf ihre
Expression von Epcam analysiert. Es konnte beobachtet werden, dass sowohl Mmp3- als auch
Zeb1-Expression zu einer 2-fachen Reduktion der Epcam-positiven Zellpopulation fihrt. Dies

entspricht dem gleichen Verhaltnis, welches via gPCR ermittelt wurde.
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Abbildung 47: Ektope Expression der EMT-assoziierten Gene Mmp3 und Zeb1 in H8N8 Zellen und deren Effekt auf
den Epcam-Proteinspiegel

H8N8 Zellen wurden mit Mmp3- bzw. Zeb1-cDNA (LeGO-iG2) transduziert und der Epcam-Level der GFP-positiven
Zellen via FACS analysiert. Es wurde eine 2-fache Reduktion der Epcam-Expression in Zellen beobachtet, die
zusatzlich Mmp3 oder Zeb1 exprimierten.

Auch die Uberexpression der EMT-assoziierten Gene Zebl und Mmp3 wirkt sich auf den
Phanotyp in den H8N8 Zellen aus: sie entwickelten eine eher mesenchymale Morphologie und

reduzierten die Epcam-Expression auf RNA- und Proteinebene. Dies spricht fiir eine

Aktivierung eines EMT-Ereignisses in den Zellen.

5.4. Relevanz in vivo

Zebl und Mmp3 sind mit dem Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition assoziiert und
mit einem erhohten mesenchymalen Phanotyp sowie mit der Verringerung des Epcam-
Proteinlevels in vitro verkniipft. Um den Einfluss der Uberexpression dieser Gene auf
Tumorgenese, Disseminierung und Metastasierung in vivo zu untersuchen, wurden
Transplantationsexperimente durchgefiihrt und verschiedene Organe auf disseminierte

Tumorzellen untersucht.
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5.4.1. Transplantation von Zeb1-/Mmp3-iuiberexprimierenden H8N8 Zellen in
NP8 Mause

Fur die Analyse der transduzierten Zellen in vivo wurden 10° Zellen (H8N8-Leervektor, H8N8-
Mmp3, H8N8-Zeb1) in das Mammagewebe #3 von jungfraulichen NP8 Mausen transplantiert
und die Tiere bei Erreichen des Prdparationskriteriums (Tumorgrofle < 1,5 cm) getotet.
Zusatzlich zum Tumor wurden mehrere Organe (Mammagewebe #2 und #7, Milz, Leber,
Lunge, Gehirn, Blut, Knochenmark rechts und links) fir DNA-Isolierung entnommen, ebenso
wie in 5.2.4.2. Auf DNA-Ebene unterscheiden sich die H8N8 Zellen von denen der NP8 Mause
durch das Vorhandensein des mutp53-Transgens. Dies kann eindeutig Gber den HA-Tag des
mutp53 vom endogenen wtp53 unterschieden und spezifisch detektiert werden, so dass es

sich als Marker fiir gestreute Zellen eignet. Es wurden insgesamt 15 Tiere untersucht.

Tabelle 16: Wachstumsdauer der transplantierten H8N8 Zellen in NP8 Mausen

Zeitraum von Transplantation

bis zur Praparation (Tage + SEM)

Beginn Tumorwachstum Praparation Wachstumsdauer
H8N8-Leervektor (n=5) 14,2 £0,735 29,2 +£0,735 15,0
H8N8-Zebl (n=5) 13,6 £ 0,98 28,6 0,6 15,0
H8N8-Mmp3 (n=5) 12,2 £0,735 33,2+1,319 21,0

Das Tumorwachstum begann in allen drei Gruppen ca. 13 Tage nach Transplantation. Es gab
nur geringfligige Unterschiede in der Wachstumsdauer der Tumore: Mause, die mit H8N8-
Leervektor bzw. mit H8N8-Zebl transplantiert wurden, erreichten ein moribundes Stadium
nach weiteren 15 Tagen, wahrend Tumore, hervorgegangen aus H8N8-Mmp3, erst nach 21
Tagen so grofd waren, dass die Prdparationskriterien erfillt waren. So ist anzunehmen, dass die
Uberexpression von Zeb1 und Mmp3 keinen Einfluss auf die Tumorinitiation hat. Beziglich der
Wachstumsdauer bzw. der Wachstumsgeschwindigkeit zeigten die Tumore aus H8N8-Mmp3
transplantierten Zellen ein etwas verzogertes Bild, welches sich nicht signifikant (Studentischer

t-Test) zur Wachstumsgeschwindigkeit der Tumore aus H8N8-Leervektor unterscheidet.

5.4.2. Disseminierung der Zellen in entfernte Organe

Die Disseminierung von modifizierten Zellen wurden mit Hilfe der PCR untersucht. Dazu wurde
DNA aus den Geweben mittels Phenol-Chloroform-Fallung isoliert und 200 ng in die PCR
eingesetzt. Aus unbekannten Griinden funktionierte die Aktin-PCR als DNA-Ladekontrolle

nicht, so dass auf ein anderes Gen (Notch4) zuriickgegriffen wurde. Notch4 konnte in allen
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untersuchten Organen der Mause detektiert werden. Die PCR zur Detektion von mutp53 liber
den HA-Tag wurde dreimal wiederholt und die Anzahl der positiven Organe, in denen mutp53-
tragende Zellen detektiert wurden, ermittelt und mit Hilfe der GraphPad Prism Software

analysiert.

Tabelle 17: Ergebnisse der mutp53-PCRs fiir disseminierte Tumorzellen
mutp53-PCR in 3-facher Wiederholung, ein Organ wurde als positiv (+) gewertet, wenn in 2 PCRs eine Bande
nachgewiesen werden konnte (MG — Mammagewebe, KM — Knochenmark)

Histo- MG Tumor MG . . KM KM
H8N8 NF. w2 (MG#3) #7 Leber Milz Lunge Gehirn Blut rechts  links

Leer- 14236 + + +
vektor 14237
14238
14245
14246 +
Zebl 14239
14240
14241
14247
14248
Mmp3 14242
14243
14244
14249
14250

+ o+ o+ o+ |+ o+

+ F + + + |+ o+ o+ o+ [+ o+ o+ o+

+ + o+ o+ o+
+
+
+

In der Tabelle 17 sind die Ergebnisse der mutp53-PCRs dargestellt. Ein (+) symbolisiert ein
Organ, in dem mutp53-tragende Zellen in mindestens 2 PCRs detektiert wurden. Es wurde
Uiberpriift, ob die Uberexpression von Zeb1l und Mmp3 die Privalenz fiir bestimmte Organe
beeinflusst. Leber und Milz wurden von H8N8-Zebl und H8N8-Mmp3 nur selten besiedelt
(Zebl: jeweils ein Tier, Mmp3: Leber 2 Tiere, Milz 1 Tier). Auffallend haufig konnten
disseminierte Tumorzellen in dem Mammagewebe #7 nachgewiesen werden, besonders bei
Tumoren, die aus H8N8-Zeb1 (80%, 4 von 5 Tieren) und H8N8-Mmp3 (100%, 5 von 5 Tieren)
entstanden sind. In der Kontrollgruppe wurde nur in 40% der Falle (2 von 5 Tieren) H8NS8
Zellen in dem Mammagewebe nachgewiesen. Dies ist umso interessanter, als das
Mammagewebe #7 am weitesten vom Tumor entfernt ist. So korreliert die erhéhte Migration
bzw. das Besiedeln weit entfernter Organe mit der Zebl- bzw. Mmp3-Expression in den

Tumorzellen.
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Abbildung 48: Auswirkung der Uberexpression von Zeb1 und Mmp3 auf die Disseminierungseigenschaft der HSN8
Zellen

In dem Graphen ist die durchschnittliche Anzahl der Organe gezeigt, in denen disseminierte Tumorzellen
nachgewiesen wurden. Die Uberexpression von Zeb1 und Mmp3 fiihrte nur zu einer nicht-signifikanten Erhéhung
der Fahigkeit zur Disseminierung. Bei Mausen, denen Kontrollzellen transplantiert wurden, wurden in 2,2 Organen
H8N8 Zellen detektiert, wahrend bei mit H8N8-Zeb1 bzw. H8N8-Mmp3 transplantierten Mausen durchschnittlich in
3,4 bzw. 3,0 Geweben H8N8 Zellen nachgewiesen wurden.

In Abbildung 48 wurden die Ergebnisse der PCRs zusammengefasst und die Mittelwerte
dargestellt. So wurde in der Kontrollgruppe (H8N8-Leervektor) in durchschnittlich 2,2 Organen
pro Maus H8N8 Zellen nachgewiesen. Die ektope Expression von Zebl und Mmp3 fiihrte zu
einem nicht-signifikanten Anstieg der betroffenen Gewebeanzahl: in 3,4 bzw. 3,0 Geweben
konnten mutp53-tragende H8N8 Zellen detektiert werden. Ein aussagekraftigeres Ergebnis fir
dieses Experiment kdnnte wahrscheinlich durch eine Erhéhung der Tierzahl pro Gruppe
erhalten werden. Moglich ist auch, dass die Expression der Transgene nach Transplantation in
Empfangertiere aus nicht bekannten Griinden reduziert wird. Dies konnte eine Reduktion der
erwarteten Disseminierungs- und/oder Metastasierungsbegiinstigung verursachen. Um zu
Uberprifen, ob die Expression von Zebl und Mmp3 in den Tumorzellen ausgeschaltet wurde,
wurde die Transgenexpression in den Tumoren Uberprift. RNA wurde mit Hilfe von Trifast aus

Gewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und mit Hilfe der gPCR relativ quantifiziert.
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Abbildung 49: Zeb-1 und Mmp3-Expression in transplantierten NP8 Tumoren mittels gPCR

Modifizierte H8N8 Zellen (Uberexpression von Zeb1 und Mmp3) wurden in NP8 Maiuse transplantiert und die
Tumore auf die Transgenexpression hin untersucht. A) Dargestellt ist der Mittelwert der ACt-Werte einer Gruppe:
die Expression beider Transgene unterscheidet sich nicht signifikant zu der Expression der Gene in Tumorzellen, die
aus H8N8 mit Leervektor entstanden sind (t-Test). B) Darstellung der RQ-Werte: bei Tumoren aus H8N8-Zeb1l
scheint ein Unterschied vorhanden zu sein, dieser begriindet sich nur auf die starke Expression von Zeb1 in zwei
Proben (2-fach und 10-fach). Beziliglich der Mmp3-Expression gibt es innerhalb der Gruppe ebenfalls
Schwankungen, die aber nicht so stark ausfallen.

Zuerst wurden die Signifikanzen der Genexpression zwischen den Gruppen anhand der ACt-
Werte bestimmt. Hierfir erfolgte die Normierung auf zwei Haushaltsgene (Gapdh und Hsc70).
Anhand der t-Test-Berechnung konnten keine Signifikanzen zwischen Tumoren, die aus H8N8-
Leervektor oder aus H8N8-Zebl bzw. H8N8-Mmp3 entstanden sind, ermittelt werden
(Abbildung 49A). Die Tendenz einer starkeren Expression fir beide Transgene ist aber zu
beobachten. Bei Tumoren aus H8N8-Zebl exprimieren nur noch zwei Tumore Zebl unter-
schiedlich zu H8N8-Leervektor: ein Tumor wies eine 2-fach und ein weiterer eine 10-fach
hohere Zeb1-Expression auf. Dies flhrt bei der Darstellung der RQ-Werte zu einem deutlichen
Unterschied. Fiir eine Mmp3-Expression konnte ebenfalls keine Signifikanz zwischen den
beiden Gruppen bestatigt werden. Auch in dieser Gruppe schwanken die RQ-Werte enorm: so
weist nur noch ein Tumor eine 2-fach hohere Mmp3-Expression im Vergleich zu den Tumoren
aus H8N8-Leervektor, wohingegen zwei Tumore sogar eine 5-fach geringere Expression fir

Mmp3 zeigen.

In diesen Experimenten wurde der Einfluss von Zebl und Mmp3 auf ihre Fahigkeit zu
disseminieren untersucht. H8N8 Zellen, die die Transgene Uberexprimieren, wurden in NP8
Mause transplantiert. Sdmtliche Tumore wuchsen zeitgleich. Bei der Untersuchung der Organe
nach disseminierten Tumorzellen wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
beobachtet. Dennoch konnte die Tendenz fiir eine erhéhte Disseminierung fiir Zellen aus Zeb1-

und Mmp3-iberexprimierende Tumoren festgestellt werden. Moglicherweise wiirde eine



Ergebnisse | 117

Erhéhung der Fallzahl zu einem eindeutigeren Ergebnis fiihren. Dariiber hinaus wurde mit Hilfe
von gPCR-Analysen die Transgenexpression in den Tumoren untersucht und beobachtet, dass
die urspriingliche Uberexpression von Zebl und Mmp3 in den Tumorzellen nicht mehr
gegeben ist. Es liegt die Vermutung nahe, dass die Expression im Tumor abgeschaltet wird.
Dass dennoch eine tendenziell erhohte Disseminierung beobachtet wurde, kdnnte mit einem
spaten Abschalten der Transgenexpression in den Tumorzellen zusammenhangen, so dass die
Disseminierung der Zellen womoglich zu einem frithen Zeitpunkt wahrend der Tumorgenese
stattfand. Eine weitere Ursache fiir das Abschalten der Transgenexpression kdnnte auf eine
erneute Phidnotyp-Anderung der eher mesenchymalen, Transgen-exprimierenden Zellen
zurick zu epithelialen Zellen mit abgeschalteter Transgenexpression im Tumors zuriick-

zuflihren sein.

5.5. Potentielle Mechanismen der EMT-Regulation durch mutp53 im
WAP-T Mausmodell

5.5.1. Uberpriifung der Wechselwirkung von mutp53 (R245W und R270H) und

dem Tumorsuppressor p63

Ein moglicher Mechanismus fiir den mutp53-vermittelten GoF ist die Interaktion von mutp53
mit p63. Hierbei fihrt die direkte oder auch lber Smad-Proteine vermittelte Bindung beider
Proteine zur Inhibition von p63 und dessen Tumor-suppressiven Funktionen (Adorno et al.,
2009; Muller et al., 2009; Melino, 2011).

Trp63 gehort zur p53-Familie. Neben seinen Funktionen in der Entwicklung von Haut und
Skelett kann p63 auch als Tumor- und Metastasierungssuppressor fungieren (Melino, 2011;
Muller et al., 2011). Fiir das Protein wurden zwei Isoformen beschrieben, die unterschiedliche
Funktionen ausiliben: die TAp63-Isoform ist die vollstdndige Variante von p63 und enthalt eine
Transaktivierungsdomane, welche bei der ANp63-lsoform fehlt. So kann TAp63 den
epithelialen Phanotyp von Zellen durch Regulation von Mikro-RNAs aufrechthalten, eine
transkriptionelle Regulation des Zellzyklus ausiiben und Apoptose bzw. Seneszenz induzieren
(Gressner et al., 2005; Guo et al., 2009; Melino, 2011). ANp63 bt neben der eigentlichen
Hauptfunktion in der Epidermis wahrend der embryonalen Entwicklung mitunter auch
gegensatzliche Funktionen zu TAp63 aus, indem es dessen transkriptionelle Aktivitat inhibiert
(Melino, 2011). In Tumoren wurden beide Isoformen auf Transkriptebene gefunden, aber auf
Proteinebene dominiert ANp63 (Sniezek et al., 2004; DeYoung et al., 2006). Weiterhin wurde
gezeigt, dass ANp63 sowohl TAp63 als auch wtp53 in dominant-negativer Weise inhibieren
kann (Yang et al.,, 1998). Mutp53 (z.B. im Humansystem R175H, R273H) ist in der Lage,



Ergebnisse | 118

physisch mit p63 zu interagieren und dadurch dessen Suppressorfunktionen zu hemmen. Uber
phosphoryliertes Smad2 kommt es zur BilduFng von ternaren Komplexen mit p63 und mutp53,
wodurch die Expression von p63-Zielgenen (z.B. DICER, miR-130B, SHARP1) unterdriickt wird,
von denen bekannt ist, dass sie in der Hemmung der Metastasierung involviert sind (Adorno et
al., 2009). Eine direkte Interaktion von mutp53 mit p63 fordert Endozytose von Integrin a5p31,
was zur Aktivierung des Akt-Signalwegs flihrt und dadurch Migration und Invasion von Zellen
fordert (Muller et al., 2009).

Um eine mogliches Zusammenspiel von mutp53 mit p63 in den WAP-T Mammakarzinomen zu
untersuchen, wurde zuerst der p63-Level in den Tumoren bestimmt und mittels Immuno-

préazipitation (IP) eine etwaige Komplexbildung beider Proteine tiberprift.
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Abbildung 50: p63-Level in NP8 und W10-NP8 Tumoren sowie das Ergebnis der Immunoprazipitation

A) Es wurde der Transkriptlevel von p63 in je sechs NP8 und W10-NP8 Tumoren bestimmt, die auch fir die
Genexpressionsanalyse eingesetzt wurden. p63 wurde sowohl in NP8 als auch in W10-NP8 Tumoren in etwa auf
gleichem Level exprimiert. Die Normalisierung erfolgte auf finf verschiedene HKGs. B) G-2 und H8N8 Zelllysate
dienten als Positivkontrolle des p63-Antikorpers. Die obere Bande entspricht TA-p63, die untere Bande ist ANp63. C)
Von jeweils drei NP8 und drei W10-NP8 Tumoren wurde der Proteinlevel von p63 bestimmt: im Western Blot sind
keine eindeutigen Banden in den Proben erkennbar. Als zusatzliche interne Kontrolle wurde mutp53, welches nur in
den bitransgenen Tumoren exprimiert wird, tiber den HA-Tag detektiert. D) Eine Immunoprazipitation wurde mit
anti-HA-Antikorper durchgefiihrt, um eine potentielle Anreicherung geringer Mengen von p63 Uber Bindung an
mutp53 zu Uberprifen. Mutp53 ist im Prazipitat wie erwartet detektierbar, p63 konnte aber nicht nachgewiesen

werden.
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NP8 und W10-NP8 Tumorproben, die auch fiir die Genexpressionsanalyse verwendet wurden,
wurden mit Hilfe von gPCR auf ihren p63-mRNA-Level untersucht. Die Ct-Werte wurden auf
flinf HKGs (B8-Aktin, GAPDH, HPRT1, RPLP1 und 18sRNA) normiert. In beiden Gruppen konnte
eine schwache p63-Transkription auf etwa gleichem Niveau (Ct-Werte zwischen 28 und 30)
nachgewiesen werden. Von jeweils drei Tumoren wurde der Proteinlevel fiir p63 analysiert.
Hier konnten keine spezifischen Banden fiir p63 detektiert werden. Da eine Interaktion von
mutp53 und p63 aus der Literatur bekannt ist, wurde versucht, p63 lber eine IP gegen den HA-
Tag des mutp53 anzureichern. Dazu wurden 300 pg Proteinlysat aus verschiedenen Tumoren
eingesetzt, um zu versuchen, p63 anzureichern. Wie in Abbildung 50C zu sehen ist, konnte in
dem Prazipitat mutp53 (als Positivkontrolle), aber keine Anreicherung von p63 detektiert
werden. Diese ersten Experimente lieferten einen starken Hinweis darauf, dass mutp53 im
WAP-T Mausmodell nicht mit p63 interagiert und dass fiir den Phanotyp der W10-NP8 Mause

ein anderer Mechanismus zugrunde liegen muss.

Um die Beteiligung von p63 im mutp53-vemittelten GoF aber sicher ausschlieBen zu kdnnen,
wurde die in der Literatur beschriebene Regulation von p63-regulierten Zielgenen liberprift.
Basierend auf der Veroffentlichung von Knouf und Kollegen, in der gezeigt wurde, dass sowohl
p73 als auch p63 die Transkription der miR-200 Mikro-RNA-Familie aktiviert (Knouf et al.,
2012), wurde die Expression der miR-200 Familie analysiert. Die miR-200 Familie ist in zwei
Clustern organisiert: auf Chromosom 3 sind miR-200b, miR-200a und miR-429 lokalisiert, auf
Chromosom 12 sind miR-200c und miR-141 als ein Transkript organisiert. Die miR-200 Familie
wird hauptsachlich in epithelialen Zellen exprimiert und reprimiert post-transkriptionell die
Expression der EMT-Induktoren Zebl und Zeb2, wodurch der epitheliale Phdanotyp der Zellen
aufrechterhalten wird (Christoffersen et al., 2007; Gregory et al., 2008). Die Zeb-Faktoren
wiederum konnen die Transkription der Mikro-RNAs hemmen und somit die epithelial-
mesenchymale Transition initiieren, beide Gruppen kdnnen sich iber einen doppelt-negativen
Feedback-Loop selbst regulieren (Bracken et al., 2008; Burk et al., 2008). Da in bitransgenen
Tieren die Zebl-Expression erhoht ist, bestand die Annahme, dass dieser Feedback-Loop
gestort ist, und es infolge dessen zu einer Reprimierung der miR-200 Familie kommen koénnte.
Fir die Analyse wurden die auch in der Genexpressionsanalyse verwendeten RNA-Proben (6
NP8, 6 W10-NP8) verwendet. Flr die Mikroarray-basierte Analyse wurden die Proben (iber
Siulen (RNeasy MinElute™ Cleanup, Qiagen) aufgereinigt. Mit Hilfe solcher Saulen werden
groBe Fragmente (>200 Nukleotide) angereichert, wahrend kleinere Fragmente, vornehmlich
Degradationsprodukte, verloren gehen. Dies reduziert bei Mikroarray-Analysen Hintergrund-

signale, verhindert aber dadurch auch die direkte Quantifizierung der in der Regel
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22 Nukleotide langen Mikro-RNAs. Aus diesem Grund wurden Primer designt, die an dem
jeweiligen primaren Mikro-RNA-Transkript der beiden Cluster binden, wodurch aber nur eine
indirekte Erfassung der Mikro-RNA-Expression moglich ist. Flir die quantitative Analyse wurden
die Ct-Werte der Proben auf fiinf HKGs normalisiert und die ACt-Werte der NP8 Tumore mit

denen der W10-NP8 Tumore verglichen.
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Abbildung 51: Quantifizierung der primadren Mikro-RNAs in NP8 und W10-NP8 Tumoren
Fir die Transkripte beider Cluster konnte kein Unterschied in der Expression in beiden Gruppen nachgewiesen
werden.

Die Quantifizierung der primaren Mikro-RNAs offenbarte keine differenziellen Expressionen
beider miR-Cluster, so dass man davon ausgehen kann, dass eine p63-vermittelte Regulation
der miR-200 Familie keine Rolle bei der verstirkten Metastasierung in den mutp53°>*"-
exprimierenden WAP-T Tumoren spielt. Allerdings ist zu bericksichtigen, dass nur primare und
nicht reife Mikro-RNAs analysiert wurden. So besteht immer noch die Méglichkeit, dass eine

unterschiedliche Expression der primaren Mikro-RNAs nicht ermittelt werden konnte, da diese

nach Transkription zligig prozessiert werden.

Die Annahme, dass mutp53 im WAP-T Mausmodell p63 reguliert und dabei dessen
Tumorsuppressorfunktion auRer Kraft setzt, konnte somit nicht bestatigt werden. In unserem
Modell ist p63 auf transkriptioneller Ebene detektierbar, allerdings nur in geringen Mengen,
wohingegen das p63-Protein nicht nachgewiesen werden konnte. Potentiell geringe Mengen
von p63, die ggf. an mutp53 binden konnten, konnten auch mit Hilfe einer mutp53-
Immunopraziptitation nicht angereichert werden. Dies wurde zusatzlich bestatigt, indem p63-
regulierte Signalwege wie z.B. die miR-200 Familie untersucht wurden, die aber keine
unterschiedliche Regulation aufwiesen. Offenbar spielt p63 und die Regulation der miR-200
Familie keine Rolle fiir den aggressiveren Phanotyp der W10-NP8 Mause. Aus diesem Grund

wurde nach weiteren moglichen mutp53-vermittelten Mechanismen gesucht.
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5.5.2. Effekt der mutp53-Expression auf die Lokalisation des Glucocorticoid-

rezeptors

Die grundlegende Funktion von wtp53 als Transkriptionsfaktor erfolgt nach Aktivierung und
Akkumulation des Proteins im Zellkern, so dass die Expression von Zielgenen durch Bindung an
den Promotor reguliert werden kann (Shaulsky et al., 1991b; Rémer et al., 2006; Vousden and
Prives, 2009). Auch fir die transformierenden Eigenschaften von mutp53 wird hauptsachlich
eine transkriptionelle Regulation von onkogen wirkenden Genen postuliert, was im Einklang zu
der Gberwiegend nukledren Lokalisation von mutp53 in malignen Lasionen steht (Rotter et al.,
1983; Iggo et al., 1990; Shaulsky et al., 1990; Soussi and Béroud, 2001). Dariiber hinaus wurde
aber auch eine zytoplasmatische Lokalisation von mutp53 in Abhangigkeit von p53-
Mutationen, Stresssignalen oder auch zellularen Kontexten beobachtet (Rotter et al., 1983;
Lukashchuk and Vousden, 2007). Fir den mutp53-vermittelten GoF sind Einfliisse auf die
Transkription und Protein-Protein-Interaktionen beschrieben, die vornehmlich im Zellkern
stattfinden (Brosh and Rotter, 2009). Fir zytoplasmatisches mutp53 sind bisher kaum
Funktionen bekannt: generell liegt die Vermutung nahe, dass mutp53, ebenso wie wtp53, im
Zytoplasma inaktiv vorliegt, da es seine Rolle als Transkriptionsfaktor nicht mehr ausiben
kann. Erst vor wenigen Jahren wurde entdeckt, dass zytoplasmatisches mutp53 Autophagie
(Abbau von zelleigenen Bestandteilen bei Nahrstoffmangel) in Krebszellen inhibieren kann
(Morselli et al.,, 2008). Verschiedene Arbeiten zeigten, dass dies mit einer erhohten

Tumorprogression korreliert (Botti et al., 2006; Maiuri et al., 2009).

Da der mutp53-vermittelte invasive Phanotyp im WAP-T Modell offenbar nicht auf dem
herkémmlichen Mechanismus der funktionellen p63-Inhibierung beruht, wurde die
Lokalisation von mutp53 in W10-NP8 Tumoren untersucht. Mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
farbungen konnte eine verstarkte Lokalisation von mutp53 im Zytoplasma beobachtet werden,

wie in nachfolgender Abbildung exemplarisch dargestellt ist.
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Abbildung 52: Zytoplasmatische Lokalisation von mutp53 in W10-NP8 Tumoren
Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen wurde die Lokalisation von mutp53 in W10-NP8 Tumoren untersucht.

W10-NP8
11551-2

W10-NP8
11485-7

Dabei wurde eine Anhdufung des mutp53-Proteins im Zytoplasma beobachtet (MaRstab: 25 um).

In Vorarbeiten unserer Abteilung wurde beobachtet, dass Temperatur-sensitives mutp53 mit
dem Glucocorticoidrezeptor (GR) im Zytoplasma interagiert und prazipitiert werden kann
(Daten: Dr. W. Bohn, unveroffentlicht).

Der GR gehort zu den nukledren Hormonrezeptoren. Im nicht-aktiven Zustand befindet sich
der Rezeptor in einem Multiproteinkomplex mit Hitzeschockproteinen (z.B. Hsp90, Hsp70) und
verschiedenen Kinasen des MAPK-Signalwegs wie Src im Zytoplasma (Pratt, 1998), nach
Aktivierung durch Hormonbindung transloziert der GR in den Zellkern und reguliert die
Transkription von Zielgenen bzw. moduliert die Aktivitdt weiterer Transkriptionsfaktoren
(Hollenberg et al., 1985; Weinberger et al., 1985; Ray et al.,, 1999). Zusatzlich wurde eine
Beeinflussung der Aktivitdt von Signaltransduktionswegen (z.B. MAPK-, Ras-Raf-Signalweg)
durch aktivierte GRs gezeigt (Widén et al., 2000; Kassel et al., 2001; Clark and Lasa, 2003). Die
wichtigsten durch GR vermittelten Funktionen sind eine entziindungshemmende und immun-
suppressive Wirkung (Herrlich, 2001). Ein weiterer Effekt von GR wird derzeit kontrovers
diskutiert: wahrend vor allem in hamatopoetischen Erkrankungen, aber auch bei
Prostatakrebs, eine pro-apoptotische Wirkung durch Aktivierung von GRs gezeigt wurde
(Frankfurt and Rosen, 2004; Yemelyanov et al., 2006), wurde in anderen Krebserkrankungen
z.B. bei Brust- und Eierstockkrebs ein anti-apoptotischer Effekt beobachtet (Rutz and Herr,
2004; Wu et al., 2004; Runnebaum and Briining, 2005).

Angesicht dieser Eigenschaften kdnnte die Wechselwirkung von mut53 mit dem GR eine
interessante Alternative zu herkdmmlichen GoF-Mechanismen darstellen und fir den

aggressiveren Phanotyp der Tumore verantwortlich sein.
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Abbildung 53: Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors in G-2 Zellen, transduziert mit mutp53

Es wurde untersucht, ob die Expression von mutp53 zur veranderten Lokalisierung des Glucocorticoidrezeptors

fUhrt. In den Kontrollzellen ist der Rezeptor vor allem im Zellkern zu finden, wahrend in Zellen mit mutp53R270H

wenige Zellen zu beobachten sind, in denen der Rezeptor zytoplasmatisch lokalisiert ist. Die Expression von

mutp53R245W scheint den Effekt zu verstarken (MaRstab: 25 um).

Um potentielle Wechselwirkungen von mutp53 und GR zu untersuchen, wurde der Einfluss

R245W R270H

einer Expression von mutp53 oder mutp53 auf die Lokalisation des GR Uberpruft.
Dazu wurden G-2 Zellen mit ektoper mutp53-Expression verwendet (siehe Kapitel 5.3.2). Es
konnte gezeigt werden, dass in G-2 Kontrollzellen der GR hauptsachlich im Kern zu finden ist,
so dass man annehmen kann, dass der Rezeptor in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor
aktiv ist. In G-2 Zellen, die mit mutp53 transduziert sind, sind dariber hinaus auch Zellen mit
einer zytoplasmatischen Lokalisation des Rezeptors zu beobachten, der dann in seiner

transkriptionell-inaktiven Form vorliegt. Besonders in Zellen, die mutp53***Y

exprimieren, ist
der Rezeptor vermehrt im Zytoplasma zu finden. Maoglicherweise hat die mutp53-Expression

einen Effekt auf die Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors und damit auf seine Funktion.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mutp53 in den bitransgenen Tumoren Uberwiegend im
Zytoplasma lokalisiert ist. Die ektope Expression von mutp53 in G-2 Zellen korreliert dabei mit
einer vermehrten Translokation des Glucocorticoidrezeptors in das Zytoplasma der Zellen. In
Ubereinstimmung mit den Phospho-Tyrosin-Profilen und den Daten der Mikroarray-basierten
Genexpressionsanalyse, mit deren Hilfe eine differenzielle Regulation verschiedener
Signalwege in den Tumoren beobachtet wurde, ist eine Modulation dieser Wege aufgrund
einer Interaktion mit dem GR durchaus vorstellbar. Dies wiirde einen neuen, bisher nicht

beschriebenen mutp53-Mechanismus fiir GoF darstellen.
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6. Diskussion

Mammakarzinome sind die haufigsten Krebserkrankungen bei Frauen in den westlichen
Landern. Die Ursachen der Brustkrebsentstehung sind noch nicht im Detail geklart. Sicher ist
jedoch, dass der Entstehung des Tumors genetische Verdnderungen vorausgehen, die
einzelnen Zellen einen selektiven Wachstumsvorteil verschaffen, so dass diese sich
ungehindert vermehren kénnen (Hanahan and Weinberg, 2011). Weitere genetische und
epigenetische Veranderung sind notwendig, damit es zur Ausbildung eines Karzinoms kommt.
Der Primartumor selbst ist aber nicht fiir die Letalitat ursachlich, sondern die Ausbildung von
Metastasen.

In einem Viertel aller Brustkrebserkrankungen ist das Tumorsuppressorprotein p53 mutiert
(mutp53) und dadurch nicht mehr in der Lage, seine protektiven Funktionen auszuiiben (Loss
of function) (Kato et al., 2003). Die meisten missense-Mutationen fiihren zu einem mutierten
p53-Protein, welches vorhandenes Wildtyp-Protein bindet und als Folge auch dessen Funktion
beeintrachtigt (Dominant-negativer Effekt) (Milner et al., 1991; Sigal and Rotter, 2000). Seit
mehr als 10 Jahren wird fiir bestimmte p53-Mutationen ein Zugewinn an neuen onkogenen
Funktionen postuliert, die eine erhéhte Aggressivitat und Metastasierung von Tumorzellen
verursachen (Wolf et al., 1984; Shaulsky et al., 1991; Dittmer et al., 1993; Brosh and Rotter,
2009). In humanen Mammakarzinomen korreliert die Expression von mutp53 mit einer
schlechteren Prognose fir Patienten (Olivier et al., 2006). Dennoch konnte der aggressivere
Phanotyp aufgrund von Akkumulationen weiterer genetischer Alterationen, des
Vorhandenseins des zweiten wtp53-Allels bzw. einer geringen Fallzahl fiir einzelne Mutationen
nicht eindeutig einem Gain of function von mutiertem p53 zugeordnet werden (Olivier et al.,
2010; Oren and Rotter, 2010). So wurden gesicherte GoF-Effekte bisher nur in in vitro und in
vivo Modellen gezeigt (Lang et al., 2004; Olive et al., 2004; Bossi et al., 2006, 2008). Dabei
stellen Mausmodelle eine sehr hilfreiche Alternative fiir die Untersuchung des mutp53-

vermittelten Funktionszugewinns dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage eines mutp53-vermittelten GoF in der
Mammakarzinogenese mit Hilfe des WAP-T Mausmodells nachgegangen. Hierfliir wurden
vergleichende Untersuchungen zwischen den monotransgenen WAP-T-NP8 und den
bitransgenen Linien WAP-T-NP8xWAP-mutp53***" und WAP-T-NP8xWAP-mutp53**"*" durch-

geflihrt und die onkogenen Funktionszugewinne von mutp53 charakterisiert.
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6.1. Effekt der mutp53-Expression auf die Malignitat der

Mammakarzinome im WAP-T Mausmodell

Gentechnisch verdanderte Mausmodelle eignen sich zur Identifikation von Tumor-relevanten
Genen, die eine Tumor-suppressive oder -fordernde Wirkung aufweisen kdnnen und deren
Funktion durch Modifikation in diesem Prozess detailliert untersucht werden kann. Fiir eine
prazise Analyse der Fragestellung in vivo ist die Wahl eines geeigneten Mausmodells
entscheidend. In der Literatur sind aktuell ca. 600 verschiedene Mausmodelle fir p53-
Aberrationen unter Kontrolle unterschiedlicher Promotoren beschrieben
(http://cancermodels.nci.nih.gov/camod/), die eine groRe Anzahl von p53-Varianten (z.B.
Knockout, Knockin, Mutationen oder auch verschiedene bitransgene Modelle) umfassen. Um
einen dominant-negativen Effekt von mutp53 Giber wtp53 auszuschlieflen, ist flir GoF-Studien
eine p53-Null-Situation erforderlich.

Hauptsachlich verwendete Mausmodelle fiir die Analyse eines mutp53-vermittelten Effekts
sind Modelle, die das Li-Fraumeni-Syndrom (LFS) widerspiegeln, welches durch angeborene
p53-Mutationen und dadurch mit einem erhéhten Tumorrisiko und vielfaltigem
Tumorspektrum in frihen Jahren gekennzeichnet ist (Kleihues et al., 1997). Fiur die Analysen
eines mutp53-abhédngigen GoF wurden Mause mit p53-Mutationen (R270H oder R172H) in
homozygoten p53-Knockout-Hintergrund generiert, die den Phanotyp des LFS sowohl im
Auftreten frihzeitiger Krebserkrankungen als auch im Tumorspektrum (z.B. Lymphome,
Sarkome, Karzinome) reflektieren (Lang et al., 2004; Olive et al., 2004). Um spezifisch den
Einfluss von mutp53 auf die Mammakarzinogenese zu untersuchen, eignen sich die o.g.
Mausmodelle daher nicht.

Im Gegensatz dazu bietet das WAP-T Mausmodell alle Voraussetzungen fiir das Studium eines
mutp53-vermittelten GoF in diesem Prozess. Fiir die Initiation von Tumoren wurde das SV40
T-Ag unter Kontrolle des WAP-Promotors verwendet. SV40 T-Ag bietet den Vorteil gegeniber
anderen zur Tumorinduktion verwendeten Genen (z.B. Her2/neu, BRCA1/2, PyMT) (Fantozzi
and Christofori, 2006), dass es gleichzeitig durch Bindung an wtp53 dessen funktionelle
Inaktivierung bewirkt. Dies entspricht einem konditionellen p53-Knockout, wodurch ein
Keimbahn-basierter p53-Knockout vermieden werden kann, der mit einer erhohten
Tumoranfalligkeit in friiherer Lebensphase einhergeht (Lang et al., 2004; Olive et al., 2004).
Der WAP-Promotor wird durch laktotrophe Hormone, die erst wahrend einer Schwangerschaft
gebildet werden, spezifisch in den Epithelzellen des Mammagewebes aktiviert, so dass die
Transgenexpression zum Ende der Schwangerschaft beginnt (Muller et al.,, 1988;

Hennighausen, 1990). Dies ermoglicht die physiologische Entwicklung der adulten murinen
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Brustdriisen und ahmt die humane Situation bezlglich der Brustkrebsentstehung aufgrund
einer spontanen Mutation im p53-Gen nach.

Um den Einfluss von mutp53 auf die Metastasierung von Mammakarzinomzellen zu
ergriinden, ist ein gering metastasierendes Modell von Vorteil. Das WAP-T Modell zeichnet
sich durch eine 100%-ige Tumorinduktion nach relativ kurzer Latenz (6-10 Monate) und eine
geringe Metastasierungsrate (7%) aus. Andere Modelle wie z.B. das Her2/neul Mausmodell
oder das Brcal-Knockout Modell sind aufgrund einer hohen Metastasierungsrate (> 90%) bzw.
einer geringen Tumorinzidenz ungeeignet (Brodie et al., 2001; Moody et al.,, 2002). Eine
weitere Eigenschaft des Mausmodells besteht in seiner Vergleichbarkeit zu humanen Lasionen.
Obwohl die Verwendung von SV40 T-Ag im Mausmodell nicht der Tumorinduktion im
Menschen entspricht, bewirkt es dhnliche funktionelle Alterationen, wie sie in der humanen
Mammakarzinogenese beobachtet werden. Dementsprechend wurden die WAP-T
Mammakarzinome bereits als sehr dhnlich zu humanen Lasionen beschrieben: zum einen
konnten in histologischen Analysen die morphologischen, zytologischen und molekularen
Ahnlichkeiten der WAP-T Tumore zu humanen Karzinomen bestitigt werden und zum anderen
wurde in humanen Tumoren die Inaktivierung von p53 und pRb beschrieben, was im WAP-T
Mausmodell durch die T-Ag-Expression erreicht wird (Schulze-Garg et al., 2000; Heinlein et al.,
2008; Jannasch et al.,, 2009, Otto et al., Int. J. Cancer, Manuskript eingereicht). Zusatzlich
ermoglicht das WAP-T Mausmodell durch die Expression von T-Ag die Erforschung des
mehrstufigen Prozesses der Karzinogenese: 60 Tage nach Absetzen des Wurfs werden
Uberwiegend Dysplasien beobachtet, 120 Tage nach Absetzen treten zahlreiche
intraepitheliale Neoplasien auf. Das Tumorwachstum beginnt nach einer Latenz von ca. 6-10
Monaten. (Heinlein et al., 2008). Aus diesen Grinden ist das WAP-T Mausmodell fiir die
Analyse eines mutp53-vermittelten GoF wahrend der Mammakarzinogenese besonders

geeignet.

Um den Effekt von mutp53 auf die Malignitat der Mammakarzinome zu untersuchen, wurden
mutp53-exprimierende  Mause im NP8-Hintergrund (WAP-T-NP8XWAP-mutp53%**" und
WAP-T-NP8XWAP-mutp53**’*™") generiert und die Phinotypen hinsichtlich verschiedener
Aspekte wie z.B. das Uberleben, die Tumor-Klassifizierung, die Vaskularisierung und die
Metastasierung mit den WAP-T-NP8 Tieren verglichen.

Das Uberleben der bitransgenen Mause, mit Ausnahme der H8-NP8 Linie, unterscheidet sich
nicht von dem der NP8 Mause, in denen eine p53-Null-Situation simuliert wurde. Die H8-NP8
Tiere hingegen wiesen ein durchschnittlich um 50 Tage verldngertes Uberleben auf. Wahrend

die Wachstumskinetik der Tumore vergleichbar zu NP8 Tumoren ist, wurde eine verspatete
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Tumorinitiation in den H8-NP8 Maiusen beobachtet, wodurch die lingere Uberlebens-
erwartung der H8-NP8 Mause erklart werden kann. Genaue Ursachen hierfir sind unbekannt,
kénnten aber in den Expressionsunterschieden von mutp53** in den H22-NP8 und H8-NP8
Linien begriindet sein.

Anhand der Tumor-Klassifizierung wurde ein hoherer Prozentsatz von undifferenzierten
Tumoren in den Linien W10-NP8 und W1-NP8 beobachtet, wahrend Tumore der Linien H8-NP8
und H22-NP8 tendenziell 6fter als differenziert klassifiziert wurde.

Da humaner Brustkrebs bevorzugt in Lunge, Leber, Gehirn und Knochen streut (Hess et al.,
2006; Chu and Allan, 2012) und im WAP-T Modell die Fahigkeit zur Metastasierung gegeben
ist, wurde auch hier der Einfluss von mutp53 auf Invasivitat und Metastasierungsfahigkeit der
Tumorzellen in den Lungen untersucht. In W10-NP8 und W1-NP8 wurde eine 3- bis 4-fach
hohere Metastasierungsrate beobachtet, wahrend in H8-NP8 nur ein knapp 1,5-facher
Unterschied zu NP8 Mdusen detektiert wurde.

Eine erhohte Metastasierung geht im Allgemeinen mit der Neubildung von Blutgefdflen in
Tumoren einher (Hanahan and Weinberg, 2000). In den untersuchten Tumoren der
bitransgenen Mauslinien (R245W und R270H) konnte ebenfalls eine erhohte
Tumorvaskularisierung beobachtet werden, was ein moglicher Faktor fiir die hdhere

Metastasierungsrate in den bitransgenen Tieren sein kann.

6.2. Einfluss von mutp53 auf eine EMT-vermittelte Metastasierung

Da in den mutp53-exprimierenden Mauslinien eine erhohte Malignitat der Mammakarzinome
beobachtet wurde, bestand ein Ziel der Arbeit darin, zugrunde liegende Mechanismen zu
identifizieren. Den starksten Effekt einer mutp53-Expression auf die Malignitdat der Mamma-
karzinome zeigte die W10-NP8 Linie, so dass undifferenzierte Tumore dieser Linie fir einen
Vergleich der globalen Genexpression mit entsprechenden NP8 Tumoren herangezogen
wurden. Dabei stellte sich heraus, dass eine Vielzahl differenziell regulierter Gene mit dem
Prozess der EMT assoziiert ist. In der Literatur wird der EMT-Prozess haufig mit der
Metastasierung verkniipft (Thiery, 2002). Es wird vermutet, dass Karzinomzellen temporar
ihren epithelialen, immobilen Phanotyp andern und mesenchymale Eigenschaften annehmen.
Diese beinhalten u.a. Apoptoseresistenz, Mobilitdt und Invasivitdt (Micalizzi et al., 2010).
Weiterhin beschreibt eine wachsende Zahl von Veréffentlichungen, dass die mobilen Zellen
einen Stammzell-dhnlichen Phanotyp entwickeln, welcher mit Dedifferenzierung,
Selbsterneuerung und eingeschrankter Proliferation der Zellen einhergeht (Brabletz et al.,
2005b; Drasin et al., 2011; Takebe et al., 2011). Am Ort der Besiedlung erfolgt der reverse

Prozess (MET) und es entwickelt sich eine Metastase mit epithelialen Phdnotyp (Thiery, 2002;
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Brabletz et al., 2005b). Dies korreliert mit der Beobachtung, dass Metastasen
histopathologisch dem Primartumor dhneln. Fir das Auswachsen der Metastasen scheint der
epitheliale, redifferenzierte und proliferative Phanotyp der Zellen notwendig zu sein (Brabletz

et al., 2005a; Polyak and Weinberg, 2009).

Einige Monate nach Identifizierung der EMT-Signatur in WAP-T-NP8XWAP-mutp53°***"
Tumoren (siehe Anhang 8.1) wurden Publikationen veroéffentlicht, die ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen mutp53, EMT und der damit assoziierten Metastasierung
beschrieben, wobei sich die Daten vorrangig auf in vitro Experimente beziehen (Roger et al.,
2010; Kogan-Sakin et al., 2011; Zhang et al.,, 2011). So zeigten zwei Gruppen, dass eine
Expression von mutp53 in Kolonkarzinomzellen (V143A, R175H, R273H) bzw. in
immortalisierten Prostatazellen (R175H) mit einem EMT-assoziierten Phanotyp korreliert.
Zusatzlich wurde eine erhéhte Expression von EMT-relevanten Genen wie Zeb1 und Slug in den
Kolonkarzinomzellen oder eine verstarkte Twistl-Expression in den Prostatazellen beobachtet
(Roger et al., 2010; Kogan-Sakin et al., 2011). Zhang und Kollegen untersuchten einen mutp53-
vermittelten Effekt auf die Morphogenese in einem Mamma-Zellkulturmodell. Die ektope
Expression verschiedener p53-Mutanten (R175H, R248W, R273H) fuhrte zu einer Zerstérung
der Azini-Architektur und zur Ausbildung unregelmaRiger Strukturen, was zusatzlich mit einer
Reduktion von E-Cdh und einer erhohten Expression der EMT-assoziierten Proteine Twist, Snail
und Slug korrelierte (Zhang et al., 2011).

Die in dieser Arbeit entdeckte Gensignatur enthalt neben den gut beschriebenen EMT-
Aktivatoren Snail, Zeb1 und TgfB1 (Muraoka et al., 2002; Polyak and Weinberg, 2009) auch
eine Anreicherung von verschiedenen Zelloberflachenrezeptoren. Dazu gehéren u.a. Pdgfra,
Pdgfrb, Fgfrl, Notch4 und Itga5, deren Aktivierung zum Anschalten von EMT-assoziierten
Signalwegen wie z.B. PI3K-, MAPK-, Notch- und Integrin-Signalwegen fiihren kann (Hood and
Cheresh, 2002; Grego-Bessa et al., 2004; Jechlinger et al., 2006; Acevedo et al., 2007; Hardy et
al.,, 2011; Keely, 2011). Weiterhin wurde eine verstarkte Expression von ECM-relevanten
Genen wie Matrix-Metalloproteasen (Mmp3, Mmpl0, Mmpll und Mmpl2) und
verschiedenen Prokollagenen (Coll, Col5, Col6 und Col15) gefunden. Die erhdhte Expression
von MMPs und Kollagenen wahrend der EMT wurde bereits in humanen Mamma-Epithelzellen
und in einem Neuroblastom-Xenograft-Modell bestéatigt (Taube et al., 2010; Anastassiou et al.,

2011).
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Die Relevanz der EMT-Signatur konnte anhand ausgewahlter Gene (Zeb1l, Mmp3, Thyl, Itga5,
Pdgfb, Pdgfra, Pdgfrb, Tgfblil, Wispl und Etv1) in den WAP-T Zelllinien G-2 und H8N8
bestatigt werden: beide homdostatischen Tumorzellsysteme reflektieren den Phanotyp
endogener Tumore und weisen Zellpopulationen verschiedener Differenzierungsstadien mit
entsprechender Expression epithelialer oder mesenchymaler Marker auf. Die Zellen wurden
nach entweder epithelialen oder mesenchymalen Merkmalen aufgetrennt und auf die
Expression der EMT-assoziierten Gene hin untersucht. Die Expression der meisten
untersuchten Gene (7 von 10) war in der quasi-mesenchymalen Population starker exprimiert.
Dies geht mit der Annahme einher, dass diese Population den Teil reprasentiert, der die EMT
bereits durchlaufen hat und dadurch den mobilen Part der Zellen darstellt (Micalizzi et al.,

2010).

Mit Hilfe der G-2 Zellen wurde der Einfluss von mutp53 auf die Morphologie und Expression
bestimmter Gene der EMT-Signatur in vitro untersucht. Obwohl die G-2 Zellen aus einem

RN hur auf sehr geringem Niveau exprimiert, so

bitransgenen Tumor stammen, wird mutp53
dass das Protein nur in wenigen Zellen immunfluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden

kann. Somit eignen sich diese Zellen dennoch fiir eine Uberexpression von mutp53. Die ektope

R245W R270H

Expression sowohl von mutp53 als auch von mutp53 in G-2 Zellen flihrte zu einer
Veranderung der Zellmorphologie: die Mehrzahl der Zellen wiesen nun einen eher
mesenchymalen Phanotyp auf. Zusatzlich korrelierte dies mit einer signifikanten
Hochregulation der mesenchymalen Marker Vimentin und Mmp3 sowie einer deutlichen
Repression des epithelialen Markers Epcam. Fir den EMT-assoziierten Faktor Zeb1 wurde eine
1,6-fach verstarkte Expression in mutp53-exprimierenden G-2 Zellen beobachtet. Diese
Ergebnisse zeigen deutlich, dass beide p53-Mutanten befdhigt sind, den Phanotyp der G-2
Zellen in Richtung einer mehr mesenchymalen Auspragung zu verschieben. Moglicherweise
wird die EMT durch Mmp3-Hochregulation in den Zelllinien aktiviert; alternativ stellt die
Expression von Mmp3 das Ergebnis einer fortschreitenden EMT dar, da MMPs fiir einen ECM-
Abbau verantwortlich sind, was die Tumorprogression und Invasion von Tumorzellen
begiinstigt (Lochter et al., 1997; Deryugina and Quigley, 2006). Darliber hinaus wird zusatzlich
die Bedeutsamkeit der mutp53-abhangigen EMT-Signatur in den bitransgenen Tumoren
bestatigt. Um den Einfluss der mutp53-Uberexpression in G-2 Zellen auf die Disseminierung

und Metastasierung im WAP-T Mausmodell zu untersuchen, wurden die modifizierten Zellen

bereits in NP8 Mause transplantiert, die Auswertung der Daten steht aber derzeit noch aus.
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6.3. Modulation der WAP-T Tumorzellsysteme

Die WAP-T Tumorzellsysteme G-2 und H8N8 reflektieren die endogenen, undifferenzierten
WAP-T Tumore aufgrund ihrer vergleichbaren Markerexpression (epithelial, mesenchymal),
Morphologie und durch das Vorhandensein von mindestens zwei distinkten Subpopulationen.
Dadurch stellen sie geeignete Werkzeuge dar, um die Ursachen fir den aggressiveren

Phanotyp in den bitransgenen Mausen u.a. durch Modulation der Zellen in vitro aufzuklaren.

In den Genexpressionsanalysen wurde eine erhdohte Expression der Wachstumsfaktoren Tgf81
und Pdgfb in den bitransgenen Tumoren gefunden. Die Fahigkeit, EMT zu induzieren, wurde
bereits fiir beide Faktoren beschrieben (Kong et al., 2008; Xu et al., 2009). Durch Behandlung
von G-2 und H8N8 Zellen mit Tgff1l und PDGF-BB wurde nun in dieser Arbeit geprift, ob (i)
beide Wachstumsfaktoren eine EMT im WAP-T Zellsystem induzieren kénnen und ob (ii) dabei
ausgewahlte, fur die Fragestellung relevante Gene reguliert werden. In beiden Zelllinien
bewirkte die Tgfl1- bzw. PDGF-BB-Behandlung eine verstarkt mesenchymale Morphologie der
Zellen; dies korrelierte mit der Hemmung der Epcam- und mit der Erhéhung der Vimentin-
Expression. Des Weiteren wurde eine Regulation von EMT-relevanten Genen wie Zebl und
Mmp3 nachgewiesen, die verstarkt exprimiert wurden, was den Prozess der EMT in den WAP-T
Tumorzellen und dessen Eignung als in vitro Modell zur Erforschung des EMT-Prozesses
bestatigt.

Zeb1 und Mmp3 stellen interessante Zielgene dar, die vermutlich in einer mutp53-vermittelten
EMT eine Rolle spielen. Zum einen korreliert eine erhohte Zebl-Expression oftmals mit
undifferenzierten, invasiven Kolon-, Pankreas- und Mammakarzinomen (Spaderna et al., 2006;
Wellner et al., 2009; Chang et al., 2011; Soini et al., 2011). Zum anderen spielt Zeb1 bei der
Induktion von EMT eine entscheidende Rolle (Kalluri and Weinberg, 2009). Des Weiteren
wurde bereits eine potentielle Regulation von Zebl durch p53 vorgeschlagen. So induziert
wtp53 die Expression von miR-200c (Chang et al., 2011; Kim et al., 2011), welche durch
Bindung an das Zebl-Transkript dessen Translation inhibiert und somit den epithelialen
Phénotyp der Zelle férdert (Brabletz and Brabletz, 2010). Eine p53-Mutation fiihrt vermutlich
zur Deregulation des Mechanismus, da mutp53 die Expression von miR-200c wahrscheinlich
nicht mehr induzieren kann.

Eine veranderte Expression verschiedener MMPs (auf Transkription- und auf Proteinebene)
wurde in einem Zusammenhang mit der Entwicklung von invasiven, malignen Tumoren und
einer generell schlechteren Prognose gebracht: z.B. korrelieren hohe Level von MMP2 und
MMP11 mit einer schlechteren Prognose bei Brustkrebs; hohe MMP1- und MMP13-Expression

geht mit schlechter Prognose bei kolorektalen Karzinomen einher; MMP1, MMP11 und
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MMP13 sind in Prostatakarzinomen starker exprimiert als in benignen Prostataerkrankungen
(Basset et al., 1997; Johnsen et al., 1998; Fingleton, 2006; Jezierska and Motyl, 2009; Escaff et
al., 2010; Surlin et al.,, 2011). Als Ursache fir die schlechtere Prognose wird eine
unterstitzende Funktion in einer Vielzahl von metastasierungsrelevanten Prozessen durch
MMPs vermutet: die Hauptfunktion der MMPs ist die Umstrukturierung der ECM und die
Reprimierung der zelluldren Adhdsion, was Tumorzellen die Migration erleichtert (Pilcher et
al., 1997; Kessenbrock et al., 2010). Mmp3 wurde sowohl als transkriptionelles Zielgen als auch
als Regulator des Wnt-Signalwegs und damit als EMT-Aktivator beschrieben: zum einen wird
die Mmp3-Expression durch B-Catenin positiv reguliert, zum anderen kann Mmp3 durch
Spaltung von E-Cdh mit einhergehender nukledrer Translokation von B-Catenin den Wnt-
Signalweg beeinflussen (Lochter et al., 1997; Radisky et al., 2005; Kalluri and Zeisberg, 2006;
Blavier et al., 2010). Eine verstarkte Expression von Mmp3 und Mmp1l0 beeinflusst die
BlutgefaRstabilitdt in Mausen, so dass zirkulierende Tumorzellen, intradermal injiziert,
vermehrt die pulmonalen BlutgefdRe verlassen und sich im Gewebe ansiedeln konnten.
Inhibition der beiden Matrix-Metalloproteasen verminderte die Permeabilitdt der Blutgefalie
und inhibierte die Ausbildung von Lungenmetastasen (Huang et al., 2009). Da Mmp3 und
Mmp10 in den W10-NP8 Tumoren starker exprimiert sind, kénnen sie fir die hohere
Vaskularisierung und Metastasierung in den bitransgenen Mausen verantwortlich sein.

Um die Auswirkungen der Expression von Zebl und Mmp3 als mutp53-regulierte Gene
wahrend der EMT bzw. der Metastasierung zu verstehen, wurde deren ektope Expression in
H8N8 Zellen untersucht. Die Uberexpression der Transgene (Mmp3: ~ 2500-fach;
Zeb1:~20-fach) fiihrte zu einer 2- bis 5-fachen Reduktion der Epcam-Transkription und
verminderte den Anteil der Epcam-positiven Zellen. Auch morphologisch verursachte die
Transgenexpression die Auspragung eines eher mesenchymalen Phanotyps. Dies korreliert mit
den Beobachtungen anderer Forschungsgruppen, die ebenfalls zeigten, dass die Expression
epithelialer Marker wie Epcam, E-Cdh, Connexine, ZO-1 usw. durch Zebl reprimiert, wahrend
die von mesenchymalen Markern wie Vimentin, N-Cdh oder auch verschiedene MMPs
hochreguliert wird (Vandewalle et al., 2009; Drasin et al., 2011; Thomson et al., 2011).
Interessanterweise wurde in Zebl-iberexprimierenden H8N8 Zellen eine ca. 4-fach erhohte
Expression fiir Mmp3 beobachtet. Ahnliches beobachtete auch eine chinesische Gruppe: eine
Zeb1-Uberexpression geht mit einer deutlich erhéhten MMP1-Expression einher (Hu et al.,
2011). Die Autoren zeigten ebenso, dass die Expression von Zebl zur Sekretion von MMP1
fuhrt. Offenbar kann die Zeb1-Expression die Sekretion von MMPs und Wachstumsfaktoren in

die Mikroumgebung eines Tumors verursachen und dadurch die Metastasierung beeinflussen.
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Méglicherweise fiihrt die Zeb1-Uberexpression in H8N8 Zellen zu einem &hnlichen Effekt,

indem es die Expression von Mmp3 reguliert.

Die Zeb1- und Mmp3-lberexprimierenden Zelllinien wurden bereits fir in vivo Analysen zur
Disseminierung verwendet. Im Vergleich zur Kontrolle wiesen diese Zellen leicht erhdhte
Disseminierungseigenschaften auf, die aufgrund einer starken Varianz und einer geringen
Tieranzahl pro Gruppe nicht signifikant waren. Es ist anzunehmen, dass die VergroRerung der
Tieranzahl zu einem deutlicheren Ergebnis flihren wiirde. Die recht milde Erhohung der
Disseminierung konnte ebenso in einer Unterdriickung der Transgenexpression in den
transplantierten Zellen in vivo begriindet sein. Der Transkriptionslevel der Transgene
offenbarte eine deutliche Reduktion in den Tumoren im Vergleich zu der Expression, die die
Zellen unter Zellkulturbedingungen aufwiesen. Eine potentielle Ursache hierfiir stellt die
Verwendung von GFP als Selektionsmarker dar. Offenbar kann GFP in hohen Level toxisch in
Zellen wirken und zum selektiven Abtéten der Zellen bzw. zum Abschalten der Expression
flihren (Cubitt et al., 1995). Im Falle einer Expressionshemmung von GFP bedeutet dies eine
zeitgleiche Repression des Transgens, da beide Gene unter Kontrolle desselben Promotors
(SFFV) stehen. Zusétzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Tumore von Zellen
initiiert wurden, die das Transgen nicht (mehr) tragen. Es ware moglich, dass nur eine kleine
Population von Zellen das Transgen verloren hat, die anschliefend fiir die Tumorinitiation
verantwortlich ist. Dennoch sind leichte Effekte einer Zebl- bzw. Mmp3-Expression auf die
Disseminierung von Tumorzellen erkennbar, so dass eine Wiederholung der Experimente mit

einer erhohten Tieranzahl und stabiler Transgenexpression sinnvoll ist.

6.4. Potentielle mutp53-vermittelte Mechanismen der Metastasierung

6.4.1. Mutp53-GoF —im WAP-T Mausmodell unabhiangig von p63

In der Literatur werden verschiedene Mechanismen eines mutp53-abhingigen GoF
beschrieben. Als wesentliche Ursache fir den onkogenen Funktionszugewinn von mutp53 wird
die funktionelle Inaktivierung von p63 durch mutp53 angesehen (Melino, 2011). Wie wtp53
agiert auch p63 als Tumorsuppressor, dessen Expression in aggressiveren, metastatischen
Tumoren verloren geht (Urist et al., 2002; Koga et al., 2003). Dariber hinaus wurde gezeigt,
dass humane p53-Mutanten (R175H, R273H) mit p63 interagieren konnen und dabei dessen
Tumorsuppressorfunktionen inhibieren (Adorno et al., 2009; Muller et al., 2009). So zeigten
Muller et al., dass fiir die Invasion in mutp53-exprimierenden H1299 Zellen ein erhdhtes

Rezeptor-Recycling von B1-Integrine und Egfrl, gebunden an Rab-coupling protein (Rcp),
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erforderlich ist, was mit einer gesteigerten Aktivierung der Egfr- und Integrin-Signalwege
einhergeht. Die p63-vermittelte Inhibition der Rcp-Expression wird hierbei durch mutp53
verhindert (Caswell et al., 2008; Muller et al., 2009). Adorno und Kollegen untersuchten den
Effekt einer TgfB-Stimulation auf die Invasivitat von H1299 Zellen im Zusammenhang mit einer
mutp53-Expression (R175H): eine Tgfp-Stimulation flihrte zu einer verstarkten Mobilitat und
Invasion der Zellen in vitro und in vivo, wohingegen die ektope Expression von p63 den durch
TgfB-induzierten, mesenchymalen Phéanotyp inhibieren konnte. Als Ursache fiir den
invasiveren Phanotyp nach Tgfp-Stimulation entdeckten sie die Bildung eines ternares
Komplexes zwischen p63, Smad2 und mutp53, aufgrund dessen die Tumorsuppressor-

funktionen von p63 inhibiert wurden (Adorno et al., 2009).

Um zu Uberprifen, ob der im WAP-T Mausmodell beobachtete mutp53-abhdngige GoF lber
eine Wechselwirkung mit p63 vermittelt wird, wurden sowohl der Transkriptions- als auch der
Proteinlevel von p63 in den Tumoren untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass p63,
unabhangig von mutp53, auf geringem Level transkribiert wurde und auf Proteinebene kaum
detektiert werden konnte. Da sowohl monotransgene als auch bitransgene WAP-T Tumore,
zwar in unterschiedlichen Auspragungen, zur Metastasierung befahigt sind, korreliert dies mit
der Literatur, die zeigt, dass die p63-Expression in metastatischen Tumoren reduziert ist (Urist
et al., 2002; Koga et al., 2003). Obwohl nur eine geringe p63-Transkription in den WAP-T
Tumoren detektiert werden konnte, sollte durch Uberpriifung der Regulation von potentiellen
Zielgenen ein p63-regulierter Mechanismus ausgeschlossen werden. Ein interessantes Ziel
stellt die Aktivierung der miR-200 Familie durch p63 dar, denn diese Mikro-RNAs kdnnen die
Zebl-Expression inhibieren (Knouf et al., 2012). Die Transkriptionsanalyse der zwei primédren
miR-200 Cluster ergab keinen Unterschied zwischen mono- und bitransgenen Tumoren, wobei
die Transkripte in den Tumoren nur in sehr geringen Mengen detektiert wurden. Als mogliche
Ursachen konnen eine gleichartige Regulation der Mikro-RNAs und eine nicht geeignete
Analyse der primaren Mikro-RNA-Transkripte auf Grund deren schnellen Prozessierung in
Frage kommen. In der Literatur wurde eine durch wtp53-vermittelte Erhéhung der miR-200c-
Expression beschrieben, die mit einer Repression der Zeb-Faktoren und dem Erhalt des
epithelialen Phanotyps einhergeht (Chang et al, 2011; Kim et al., 2011). Im WAP-T
Mausmodell kénnte diese Funktion von wtp53 gestort sein, da wtp53 durch T-Ag sequestriert
wird. Daher ist zu vermuten, dass in dem WAP-T-NP8xWAP-mutp53 Mausmodell der GoF von
mutp53 nicht Gber bereits bekannte Mechanismen wie z.B. p63-Inaktivierung erfolgt, sondern

andere regulatorische Prozesse zugrunde liegen.
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6.4.2. Potentiell neuer mutp53-vermittelter Mechanismus: Beeinflussung der

Aktivitat des Glucocorticoidrezeptors

Da bekannte Mechanismen wie die funktionelle Inhibierung von p63 fiir den GoF von mutp53
offenbar keine Relevanz in dem WAP-T Modell haben, sollten weitere Mdglichkeiten fiir die
Funktionsausiibung des mutp53-Proteins eruiert werden. Ein Ansatzpunkt dafiir kdnnte sein,
dass in den W10-NP8 Tumoren eine verstarkte Lokalisation von mutp53 im Zytoplasma
beobachtet wurde. Derzeit sind Funktionen fiir zytoplasmatisches mutp53 aber nur wenig
erforscht. Generell wird aber vermutet, dass eine Lokalisation von p53 im Zytoplasma mit einer
schlechteren Prognose z.B. bei Darm- und Brustkrebs korreliert (Sun et al., 1992; Bosari et al.,
1994; Stenmark-Askmalm et al., 1994). Bei der Suche nach méglichen Mechanismen fiir einen
mutp53-abhangigen GoF im Zytoplasma konnten wir an eine vor einigen Jahren in unserer
Abteilung gefundene Beobachtung ankniipfen, dass mutp53 den Glucocorticoidrezeptor (GR)
im Zytoplasma sequestrieren kann (unveroffentlichte Daten von Dr. W. Bohn). Somit stellte
sich die Frage, ob eine Translokation des GR auch in den bitransgenen Mausen fir den

aggressiveren Phanotyp der Tumore verantwortlich sein konnte.

Der Glucocorticoidrezeptor (GR) bt seine vorrangig entziindungshemmende und
immunsuppressive Funktion nach Aktivierung durch Glucocorticoidbindung im Zellkern als
Transkriptionsfaktor aus und aktiviert bzw. inhibiert dabei die Expression von Zielgenen durch
Bindung an Glucocorticoid (GC)-response-Elemente (GRE) in der DNA (Yamamoto, 1985; Drouin
et al.,, 1993; Beato et al.,, 1995). Dariber hinaus kann der GR im Zytoplasma Apoptose
transkriptionsunabhéngig induzieren bzw. verschiedene Signalwege (u.a. Ras/Raf-, MAPK-,
TgfB-Signalwege) durch Bindung an Raf-1, durch Inhibierung von Ink oder p38/MAPK oder
durch Inhibierung der transkriptionellen Aktivitdit von verschiedenen Smads modulieren
(Caelles et al., 1997; Song et al., 1999; Croxtall et al., 2000; Imasato et al., 2002; Bruna et al.,
2003). Dies wiirde mit den Ergebnissen des in dieser Arbeit durchgefiihrten Phospho-Tyrosin-
Profils korrelieren, welches verschiedene Modulationen von Komponenten z.B. der MAPK- und

PI3K-Signalwege zeigt.

Erste Untersuchungen zeigten, dass eine ektope Expression von mutp53 (sowohl R245W als
auch R270H) in den WAP-T Tumorzellsystemen eine Translokation des GR bewirkt. So ist der
GR in den parentalen G-2 Zellen (berwiegend im Zellkern lokalisiert, was eine
Funktionsaustibung als Transkriptionsfaktor vermuten lasst. Im Allgemeinen scheint die
Funktion des GR Zelltyp-spezifisch und von den Stimulationsbedingungen abhangig zu sein. So

kann nukledrer GR den Zellzyklus inhibieren bzw. Apoptose ausldsen, z.B. durch verstarkte
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Expression von p21 und p27 in Osteosarkomzellen, wodurch ein G;-Arrest hervorgerufen
werden kann (Rogatsky et al.,, 1997). Apoptose kann ebenso durch Hemmung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 ausgel6st werden. Die beiden Transkriptionsfaktoren
regulieren die Expression von anti-apoptotischen Genen wie z.B. TRAFs (TNF Receptor-
Associated Factors) oder Bcl-2 und Bcl-xL, (Lee et al., 1999; Greenstein et al., 2002). Andere
Publikationen offenbarten aber einen anti-apoptotischen und proliferationsfordernden Effekt
von GC in Karzinomzellen, u.a. bei Brust-, Lungen-, Leber-, Gebarmutterhalskrebszellen (Rutz
and Herr, 2004). So kann durch GC-Stimulation entweder die Expression der Serum- und GC-
regulierte Kinase 1 (Sgk1), welche eine Rolle in der Inhibierung der Apoptose spielt (Mikosz et
al., 2001), oder von dem anti-apoptotischen Protein Bcl-x, erhéht werden (Evans-Storms and
Cidlowski, 2000).

In Zellen mit ektoper mutp53-Expression ist der GR verstarkt im Zytoplasma zu finden. Durch
die Translokation des GR in das Zytoplasma wird dessen transkriptionelle Aktivitat
weitestgehend unterbunden, was zumindest einen partiellen Funktionsverlust bedeutet.
Sowohl der Verlust der entziindungshemmenden Funktion durch GR-Aktivierung als auch die
Aktivierung von anti-apoptotischen Zielgenen sind mit einem mutp53-GoF kompatibel.
Dennoch ist zytoplasmatischer GR immer noch in der Lage, transkriptionsunabhangig Apoptose
zu induzieren (Schlossmacher et al., 2011). Dieser Vorgang konnte durch mutp53 durch direkte
oder auch indirekte Bindung an den GR gestért sein, was ebenfalls ein besseres Uberleben der
Tumorzellen bewirken wirde. Des Weiteren ist der GR in der Lage, durch Inhibierung der
transkriptionellen Funktion von Smad3 und Smad4 den Tgfp-Signalweg zu modulieren (Song et
al., 1999). Eine Hemmung der GR-Funktion durch mutp53 wiirde in einer Aktivierung des Tgfp-
Signalwegs resultieren. Diese Theorie unterstiitzend wurde eine erhdhte Expression von Tgf61
und Tgf8ili1, ein durch Tgfp induziertes Gen, mit Hilfe der Mikroarrays in den bitransgenen
Tumoren detektiert. Die Aktivierung des TgfB-Signalwegs kdnnte fir die Induktion einer EMT
im WAP-T Mausmodell eine wichtige Rolle spielen: da zum einen TgfB1 als potenter EMT-
Induktor bekannt ist und zum anderen der MAPK-Signalweg tber Aktivierung von p38/MAPK
durch Tgfp aktiviert werden kann (Yu et al., 2002; Kolosova et al., 2011). Die Hemmung des GR
fihrt ebenso zur Aktivierung der zuvor durch den GR inhibierten Jnk und p38/MAPK, was mit
einem aktivierten MAPK-Signalweg korrelieren wiirde. In den bitransgenen Tumoren wurde
mit Hilfe des Phospho-Tyrosin-Profils eine differenzielle Modulation des MAPK-Wegs im
Vergleich zu den monotransgenen Tumoren gezeigt. Moglicherweise erfolgt dies Uber eine
differenzielle Modulation von p38/MAPK in den bitransgenen Tumoren. Dies kénnte auch die

erhohte Expression verschiedener Kollagene bedingen, die mit Hilfe der Mikroarrays detektiert
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wurden, da eine p38/MAPK-vermittelte Expression von Kollagen | in pulmonalen Epithelzellen

bereits nachgewiesen wurde (Kolosova et al., 2011).

Fir einen mutp53-vermittelten GoF, der in den bitransgenen Md&usen mit einer erhdhten
Metastasierung einhergeht, stellt die Modulation des GR einen neuen und attraktiven
Mechanismus dar. Moglicherweise werden durch Hemmung des GR bestimmte Signalwege
wie TgfB-, MAPK- und PI3K-Signalwege so moduliert, dass sie mit besserem Uberleben,
erhohter Proliferation und Invasion von Tumorzellen korrelieren (siehe Abbildung 54).
Weitergehende Analysen beziiglich der Funktion des GR und der Aktivitat einzelner Kandidaten

dieser Signalwege sind fiir die Bestatigung unabdingbar.
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Abbildung 54: Mogliche Aktivierung der Tgf3- und MAPK-Signalwege durch mutp53-vermittelte Inaktivierung des
Glucocorticoidrezeptors

Glucocorticoidrezeptor (GR) liegt in aktiver Form vor, wenn Glucocorticoide (GC) gebunden sind. Der GR kann in den
Zellkern wandern und dort die Expression von Zielgenen regulieren. Weiterhin kann der GR die Funktion von Jnk,
p38, Smad3 und Smad4 hemmen, so dass die MAPK- und TgfB-Signalwege inaktiviert werden. B) Eine mégliche
Bindung von mutp53 und ggf. weiterer Faktoren (wie z.B. GC oder Proteine, die den Rezeptor in einem inaktiven
Zustand halten) fuhrt zur einer vermehrten Lokalisation des GR im Zytoplasma. Dadurch kann der Rezeptor seine
Funktion als Transkriptionsfaktor nicht mehr austiben. Darliber hinaus kann der Rezeptor Jnk, p38, Smad3 und
Smad4 nicht langer inhibieren, was zu einer Modulation der Signalwege fiihrt (erstellt nach Zhang, 2009;
Kharwanlang and Sharma, 2011).
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6.5. Fazit und Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tragen dazu bei, den mutp53-vermittelten
Mechanismus des GoF in der Mammakarzinogenese im WAP-T Mausmodell besser zu
verstehen. Dabei wurde ersichtlich, dass Mutationen von p53 dramatische Konsequenzen auf
das Verhalten von Tumorzellen bezlglich Metastasierung haben kénnen, wobei je nach
Tumortyp bzw. Situation vermutlich verschiedene Mechanismen involviert sind. Die
Erforschung der mutp53-abhdngigen Mechanismen erdffnet neue Angriffspunkte auf den
Prozess der Metastasierung, die fir die Entwicklung neuer Therapeutika und glinstigeren
Bedingungen fiir den Patienten essentiell sein kdnnen. In dieser Arbeit wurde ein bislang noch
nicht beschriebener potentieller Mechanismus fiir den mutp53 GoF entdeckt, die funktionelle
Inaktivierung des GR durch zytoplasmatische Sequestrierung. Fir das genaue Verstandnis

dieses Mechanismus sind aber weitere Untersuchungen unabdingbar.
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8. Anhang
8.1. Listen der differenziell regulierten Gene

Tabelle 18: Liste der mind. 2-fach herunterregulierten Gene in undifferenzierten W10-NP8 Tumoren
Alphabetisch sortiert, FC — Fold change

Symbol Herunterregulierte Gene Eg;c;eez FC p-Wert
2610020H08Rik RIKEN cDNA 2610020H08 gene 434234 -2.41 0.000
4933411K20Rik RIKEN cDNA 4933411K20 gene 66756 -5.10 0.000
Acss2 Acyl-CoA synthetase short-chain family member 2 60525 -2.51 0.027
AK220484 cDNA sequence AK220484 381157 -2.53 0.025
Akap12 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 83397 -2.85 0.038
Apolipoprotein  Apolipoprotein L, 3-like 108956 -3.16  0.003
L, 3-like

Arhgap26 Rho GTPase activating protein 26 71302 -2.25 0.036
Arid5b AT rich interactive domain 5B (Mrf1 like) 71371 -2.03  0.000
Atrx Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked 22589 -2.53  0.001

homolog (human)
Bhlhb8 Basic helix-loop-helix domain containing, class B, 8 17341 -5.39 0.045
Casch Cancer susceptibility candidate 5 76464 -6.73  0.000
Ceacaml CEA-related cell adhesion molecule 1 26365 -3.81 0.000
Chn2 Chimerin (chimaerin) 2 69993 -2.97 0.008
Clca5 Chloride channel calcium activated 5 229933 -3.97 0.028
D030022P06Rik RIKEN cDNA D030022P06 gene 546001 -3.36 0.000
Ddx46 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 46 212880 -2.14 0.000
Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6 13209 -2.83 0.000
Escol Establishment of cohesion 1 homolog 1 (S. cerevisiae) 77805 -5.31 0.000
Etvl Ets variant gene 1 14009 -3.56 0.040
Fads3 Fatty acid desaturase 3 60527 -2.31 0.000
Fcmd Fukuyama type congenital muscular dystrophy homolog 246179 -2.41 0.000
(human)

Foxil Forkhead box 11 14233 -5.74 0.025
Gm1752 Gene model 1752, (NCBI) 385658 -3.07 0.038
lléra Interleukin 6 receptor, alpha 16194 -2.14 0.011
Insigl Insulin induced gene 1 231070 -2.10 0.000
Morf4ll Mortality factor 4 like 1 21761 -2.31  0.000
Ncapg On-SMC 156emaphorin | complex, subunit G 54392 -3.92 0.000
Pkd212 Polycystic kidney disease 2-like 2 53871 -3.48 0.000
Ppplcb Protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform 19046 -3.68 0.000
Rpe Ribulose-5-phosphate-3-epimerase 66646 -4.06 0.000
Rpl17 Ribosomal protein L17 319195 -2.14 0.004
Sfrs18 Splicing factor, arginine/serine-rich 18 66625 -2.14 0.001
Slc34a2 Solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 20531 -2.11 0.002
Tcfl5 Transcription factor-like 5 (basic helix-loop-helix) 277353 -7.94 0.000
Tesc Tescalcin 57816 -4.63 0.023
Timd2 T-cell immunoglobulin and mucin domain containing 2 171284 -2.68 0.022

Tspyld TSPY-like 4 72480 -2.06 0.002
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Tabelle 19: Liste der mind. 2-fach hochregulierten Gene in undifferenzierten W10-NP8 Tumoren
Alphabetisch sortiert, FC — Fold change

Entrez

Symbol Hochregulierte Gene Gene FC p-Wert
2310016C16Rik RIKEN cDNA 2310016C16 gene 69590 2.55 0.008
4930572J05Rik  RIKEN cDNA 4930572J05 gene 223626 7.26 0.001
Adam12 A disintegrin and metallopeptidase domain 12 (meltrin 11489 2.45 0.025
alpha)
Adamts2 A disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) 216725 3.07 0.009
with thrombospondin type 1 motif, 2
Adssl1 Adenylosuccinate synthetase like 1 11565 2.03 0.031
Ahdcl AT hook, DNA binding motif, containing 1 230793 2.38 0.001
Al480556 Expressed sequence Al480556 233208 2.13 0.000
Akap2 A kinase (PRKA) anchor protein 2 11641 2.45 0.021
Alcam Activated leukocyte cell adhesion molecule 11658 3.36 0.022
Angptl2 Angiopoietin-like 2 26360 3.48 0.013
Angptld Angiopoietin-like 4 57875 3.27 0.015
Ankrd1 Ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) 107765 4.59 0.016
Antxrl Anthrax toxin receptor 1 69538 2,57 0.014
Anxall Annexin A11 11744 2.17 0.000
Aoc3 Amine oxidase, copper containing 3 11754 4.08 0.001
Apbb2 Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, 11787 2.14 0.006
member 2
Apobec3 Apolipoprotein B editing complex 3 80287 2.64 0.004
Arhgap10 Rho GTPase activating protein 10 78514 2.03 0.006
B4galt2 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 53418 2.03 0.036
polypeptide 2
BC065085 cDNA sequence BC065085 219148 7.31 0.035
Bcat2 Branched chain aminotransferase 2, mitochondrial 12036 2.38 0.001
Bgn Biglycan 12111 2.77 0.005
Biccl Bicaudal C homolog 1 (Drosophila) 83675 5.06 0.015
C030006K11Rik RIKEN cDNA C030006K11 gene 223665 2.07 0.010
C030039L03Rik RIKEN cDNA C030039L03 gene 112415 2.68 0.001
Cadps2 Ca2+-dependent activator protein for secretion 2 320405 6.11 0.003
Card10 Caspase recruitment domain family, member 10 105844  2.03 0.003
Cbx6 Chromobox homolog 6 494448 3.03 0.032
Cbx7 Chromobox homolog 7 52609 2.27 0.008
Ccdc80 Coiled-coil domain containing 80 67896 2.69 0.047
Cd93 CD93 antigen 17064 2.17 0.009
Cdh13 Cadherin 13 12554 2.27 0.020
Cfp Complement factor properdin 18636 2.22  0.009
Chrnb1l Cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 1 11443 2.04 0.012
(muscle)
Cmtm8 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 8 70031 2.06 0.002
Col15al1 Procollagen, type XV 12819 3.01 0.000
Collal Procollagen, type |, alpha 1 12842 4.50 0.002
Col5al1 Procollagen, type V, alpha 1 12831 3.14 0.025
Col5a2 Procollagen, type V, alpha 2 12832 2.50 0.022

Col5a3 Procollagen, type V, alpha 3 53867 2.93 0.002
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Symbol Hochregulierte Gene ?;r]eez FC p-Wert
Col6a2 Procollagen, type VI, alpha 2 12834 2.83 0.025
Col6a3 Procollagen, type VI, alpha 3 12835 2.36 0.008
Cpxm1 Carboxypeptidase X 1 (M14 family) 56264 3.29 0.050
Cxcla Chemokine (C-X-C motif) ligand 4 56744 3.20 0.018
Cygb Cytoglobin 114886 2.45 0.032
Cyp2d22 Cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 22 56448 2.50 0.026
Dak Dihydroxyacetone kinase 2 homolog (yeast) 225913 2.08 0.007
Des Desmin 13346 463 0.037
Dnml Dynamin 1 13429 2.41 0.005
Dtx3 Deltex3 80904 2.19 0.000
E430018J23Rik RIKEN cDNA E430018J23 gene 101604 2.57 0.003
Ecel Endothelin converting enzyme 1 230857 2.19 0.014
Edg3 Endothelial differentiation, sphingolipid G-protein- 13610 2.89 0.003
coupled receptor, 3
Eefla2 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 13628 3.03 0.024
Emilin2 Elastin microfibril interfacer 2 246707 2.20 0.002
Eng Endoglin 13805 2.35 0.003
Espn Espin 56226 3.03 0.009
F13al Coagulation factor XllI, Al subunit 74145 4.06 0.046
Fgfrl Fibroblast growth factor receptor 1 14182 2.01 0.008
FInb Filamin, beta 286940 2.36 0.001
Flt1 FMS-like tyrosine kinase 1 14254 2.33 0.033
Fscnl Fascin homolog 1, actin bundling protein 14086 2.31 0.022
(Strongylocentrotus purpuratus)
Fstll Follistatin-like 1 14314 2.85 0.035
Fstl3 Follistatin-like 3 83554 2.23  0.026
Gprl76 G protein-coupled receptor 176 381413 2.62 0.027
Gpr56 G protein-coupled receptor 56 14766 2.77 0.017
Gpsm3 G-protein 158emaphori modulator 3 (AGS3-like, C. 106512 2.33 0.001
elegans)
Gpx7 Glutathione peroxidase 7 67305 2.99 0.043
H2afb3 H2A histone family, member B3 624957 2.27 0.000
H6pd Hexose-6-phosphate dehydrogenase (glucose 1- 100198 2.01 0.036
dehydrogenase)
Hal Histidine ammonia lyase 15109 2.91 0.010
Hmgal High mobility group AT-hook 1 15361 3.29 0.003
Hspbl Heat shock protein 1 15507 2.27 0.004
Hspg2 Perlecan (heparan sulfate proteoglycan 2) 15530 3.51 0.003
Htral HtrA serine peptidase 1 56213 3.23 0.030
Icam2 Intercellular adhesion molecule 2 15896 2.06 0.038
lgfbp7 Insulin-like growth factor binding protein 7 29817 2.06 0.003
Inhba Inhibin beta-A 16323 5.39 0.004
Itga5 Integrin alpha 5 (fibronectin receptor alpha) 16402 3.01 0.002
Jup Junction plakoglobin 16480 2.06 0.000
KIhl23 Kelch-like 23 (Drosophila) 277396 4.79 0.004
Krt79 Keratin 79 223917 482 0.012
Large Like-glycosyltransferase 16795 2.53 0.030
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Symbol Hochregulierte Gene ?;r]eez FC p-Wert
Leng8 Leukocyte receptor cluster (LRC) member 8 232798 2.25 0.000
Lfng LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N- 16848 2.31 0.007
acetylglucosaminyltransferase
Lhfp Lipoma HMGIC fusion partner 108927 3.12 0.008
LoxI1 Lysyl oxidase-like 1 16949 3.81 0.023
LoxI2 Lysyl oxidase-like 2 100047339 2.39 0.025
Lrpl Low density lipoprotein receptor-related protein 1 16971 2.58 0.008
Lrrc61 Leucine rich repeat containing 61 243371 2.39 0.023
Lrrfipl Leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1 16978 2.03 0.001
Ltbp4 Latent transforming growth factor beta binding protein4 108075 2.50 0.013
Map3kil Mitogen activated protein kinase kinase kinase 11 26403 2.46  0.009
Mapre3 Microtubule-associated protein, RP/EB family, member 3 100732 2.50 0.001
Micall Microtubule associated monoxygenase, calponin and 171580 2.03 0.010
LIM domain containing 1
Mm.176231.1 Mm.176231.1 3.18 0.035
Mmp10 Matrix metallopeptidase 10 17384 414 0.014
Mmp1l1 Matrix metallopeptidase 11 17385 2.14 0.037
Mmp12 Matrix metallopeptidase 12 17381 2.55 0.019
Mmp3 Matrix metallopeptidase 3 17392 4.79 0.020
MobkI2b MOB1, Mps One Binder kinase activator-like 2B (yeast) 214944  3.68 0.024
Mrc2 Mannose receptor, C type 2 17534 4.00 0.036
Msrb3 Methionine sulfoxide reductase B3 320183 2.31  0.027
Navl Neuron navigator 1 215690 2.10 0.004
Notch4 Notch gene homolog 4 (Drosophila) 18132 2.00 0.007
Nridl Nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 217166  2.45 0.037
Olfm1 Olfactomedin 1 56177 2.64 0.025
Olfmli2b Olfactomedin-like 2B 320078 2.62 0.006
Osrl 0Odd-skipped related 1 (Drosophila) 23967 459 0.011
Palm Paralemmin 18483 2.01 0.020
Parp3 Poly (ADP-ribose) polymerase family, member 3 235587 2.22 0.009
Pcolce Procollagen C-endopeptidase enhancer protein 18542 2.97 0.023
Pctk3 PCTAIRE-motif protein kinase 3 18557 2.10 0.017
Pdgfb Platelet derived growth factor, B polypeptide 18591 2.83 0.000
Pdgfb Platelet derived growth factor, B polypeptide 18591 3.34 0.000
Pdgfra Platelet derived growth factor receptor, alpha 18595 3.89 0.021
polypeptide
Pdgfrb Platelet derived growth factor receptor, beta 18596 2.17 0.006
polypeptide
Pdpn Podoplanin 14726 3.68 0.006
Plala Phospholipase A1 member A 85031 3.27 0.010
Porcn Porcupine homolog (Drosophila) 53627 2.04 0.035
Ppic Peptidylprolyl isomerase C 19038 2.16 0.030
Ppplrlda Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14A 68458 2.75 0.013
Ppp2r3a Protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit 19054 2.38 0.004
B, alpha
Prrx1 Paired related homeobox 1 18933 2.41 0.024
Prss23 Protease, serine, 23 76453 2.28 0.008
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Symbol Hochregulierte Gene ?;r]eez FC p-Wert
Ptms Parathymosin 69202 2.01 0.000
Rarres2 Retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 2 71660 2.46 0.027
Rasal2 RAS protein activator like 2 226525 2.50 0.001
Ren3 Reticulocalbin 3, EF-hand calcium binding domain 52377 295 0.032
Scx Scleraxis 20289 3.12 0.015
Sdcl Syndecan 1 20969 2.06 0.016
Sema3f Sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic 20350 2.00 0.001
domain, secreted, (160emaphoring) 3 F
Septd Septin 4 18952 2.11 0.013
Sf3a2 Splicing factor 3a, subunit 2 20222 2.19 0.000
Snail Snail homolog 1 (Drosophila) 20613 2.83 0.000
Spsbl SplA/ryanodine receptor domain and SOCS box 74646 2.08 0.007
containing 1
Sspn Sarcospan 16651 2.57 0.024
Sulfl Sulfatase 1 240725 3.27 0.025
Tgfbl Transforming growth factor, beta 1 21803 2.30 0.000
Tgfblil Transforming growth factor beta 1 induced transcript 1 21804 2.91 0.020
Thyl Thymus cell antigen 1, theta 21838 4.08 0.004
Tiel Tyrosine kinase receptor 1 21846 295 0.008
Timp3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 21859 2.39 0.019
Tmem45a Transmembrane protein 45a 56277 2,55 0.011
Tnfsf9 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9 21950 2.04 0.015
Tnnt2 Troponin T2, cardiac 21956 5.43 0.006
Tpm2 Tropomyosin 2, beta 22004 420 0.012
Trp53 Transformation related protein 53 22059 5.46  0.002
Ttyh3 Tweety homolog 3 (Drosophila) 78339 2.20 0.000
Wdtcl WD and tetratricopeptide repeats 1 230796 2.73 0.001
Wisp1l WNT1 inducible signaling pathway protein 1 22402 3.01 0.026
Wnt5a Wingless-related MMTYV integration site 5A 22418 2.83 0.039
Wwox WW domain-containing oxidoreductase 80707 2.10 0.000
Xylb Xylulokinase homolog (H. influenzae) 102448 2.00 0.010
Zc3h3 Zinc finger CCCH type containing 3 223642 2.53 0.001
Zebl Zinc finger E-box binding homeobox 1 21417 2.55 0.014
Zfp703 Zinc finger protein 703 353310 2.62 0.000
Zfpm1 Zinc finger protein, multitype 1 22761 2.08 0.012

Znhit4 Zinc finger, HIT type 4 70020 2.06 0.000
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8.2. Vektorkarten der verwendeten Plasmide

LeGO-iG2-mutp53-HA

LeGO-iG2-Zeb1

mutp53-HA (cDNA)
Zeb1 (cDNA)

g 0 e 30 s & e e Created using FlasMapper ot 17 ks 0 s Created using Pashapper

LeGO-iG2-Mmp3

Mmp3 (cDNA)

g | of e 30 1t st b Created using PlasMappe:

Abbildung 55: Karten der verwendeten Plasmide
Plasmidkarten wurden mit Hilfe des Web-basierten Programms Plasmapper erstellt (Dong et al., 2004)
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8.5. Abkiirzungen

(q)PCR
K8

um
Amp
APC
BSA
cDNA
Ceacaml
Crk

Ct
DAPI
DBD
dd
DEPC
DMEM
DMSO
DN
DNA
dNTP
DRAQS

E-Cdh
ECM
eGFP
EMT
Etvl
FACS
FC
FCS
Fgfr
FSC
GC
GoF
GR
Grb2
H
H&E
H8-NP8, H22-NP8
HA
HKG
IHC
IP
IRES
Itga5
K

(quantitative) Polymerasekettenreaktion

Mikrogramm
Mikrometer

Ampicillin
Allophycocyanin
Bovines Serumalbumin
Komplementare DNA

Anhang | 164

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
V-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian)

Threshold cycle

4,6 Diamidino-2-phenylidol

DNA-Bindedoméne

Doppelt destilliert oder bidestilliert

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Dominant-negativer Effekt

Desoxyribonukleinsdure

Desoxynukleosidtriphosphat
1,5-bis{[2-(di-methylamino) ethylJamino}-4, 8-
dihydroxyanthracene-9,10-dione

E-Cadherin
Extrazellulare Matrix

Grin fluoreszierendes Protein (enhanced)
Epithelial-mesenchymale Transition

Ets variant gene 1

Fluorescence Activated Cell Sorting

Fold change
fotales Kalberserum

Fibroblast growth factor receptor 1

Forward scatter
Glucocorticoid

Funktionszugewinn (Gain of function)

Glucocorticoidrezeptor

Growth factor receptor-bound protein 2

Histidin
Hamalaun und Eosin

WAP-T-NP8XWAP-mutp53**™

Hamagglutinin

House keeping gene
Immunohistochemie
Immunopraziptitation

Internal ribosomal entry side

Integrin alpha 5
Keratin
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kb Kilobasen

KM Knochenmark

LB Lysogeny broth medium

LoF Funktionsverlust (Loss of function)
LTR long terminal repeat

MAPK Mitogen activated protein kinase
MET Mesenchymal-epitheliale Transition
MG Mammagewebe

MMP Matrix-Metalloprotease

mutp53 Mutiertes p53

MW Mittelwert

n Anzahl

Nkt Nukleotid

NP8 WAP-T-NP8

NTD N-terminale Doméne

oD Optische Dichte

oD Oligomerisierungsdomane

P/S Penicillin/Streptomycin

Pdgf Platelet-derived growth factor

Pdgfr Platelet-derived growth factor receptor
PEI Polyethylenimin

PFA Paraformaldehyd

PI3K Phosphatidylinsitol-3 Kinase

pRB Retinoblastomgen

R Arginin

RD Regulatorische Domane

RNA Ribonukleinsdure

RQ Relative Quantifizierung

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standardfehler des Mittelwerts (Standard error of the mean)
SFFV Spleen-focous forming virus

SH2 Src homology 2

st kleines T-Antigen (SV40)

Sv40 Simian Virus 40

T-Ag groRes T-Antigen (SV40)

Tgfp1 Transforming growth factor beta
Tgfplil Transforming growth factor beta inducible protein
Thyl Thymocyte differentiation antigen 1
u Units

uv Ultraviolett

v/v Volumeneinheit pro Gesamtvolumen
VEGF Vascular endothelial growth factor
W Tryptophan

w/v Gewichtseinheit pro Gesamtvolumen

W1-NP8, W4-NP8, W10-NP8 WAP-T-NP8XWAP-mutp53~*+*"
WAP Whey acid protein



WB
Wispl
wtp53
Zebl

Western Blot
WNT1 inducible signaling pathway protein 1
Wildtyp-p53
Zinc finger E-box binding homeobox 1

8.6. Sicherheitstechnische Daten

Nachfolgend sind die in der Arbeit verwendeten Gefahrstoffe aufgelistet. Fiir jede Substanz

wurden die Sicherheitskodierungen und P- und H-Satze nach dem ,Global harmonisierten

Anhang | 166

System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien“ (GHS) angegeben.

8.6.1. Gefahrstoffe

Substanz GHS.- H-Satze P-Sitze
Kodierung
Aceton GHS02/07 H225, 319, 336 P210, 261, 305+351+338
Acrylamid GHS06/08 H301, 312, 315,317, P201, 281, 301+310,
319, H332, 340,350, 302+352, 304+340,
361f, 372 305+351+338
APS GHS03/07/08 H272, 302, 319, 335, P280, 305+351+338,
334,317 302+352, 304+341, 342+311
Bisacrylamid GHSO07 H302 P264, 270, 301+312, 330
Chloroform GHS07/08 H351, 302, 373, 315 P302+352, 314
DEPC GHSO07 H302, 315, 319,332, P280, 301+312, 302+352,
335 304+340, 305+351, 338
EDTA GHSO07 H319 P264, 280, 305+351+338,
337+313
Essigsdure GHS02/05/07 H226, 332,302,314, P280, 301+330+331,
335 305+351+338
Ethanol GHS02 H225 P210, 240, 243, 280,
303+361+353
Ethidiumbromid GHS06/08 H341, 330, 302 P281, 304+P340
FormaldehydIsg. GHS05/06/08 H330, 301+311, 314, P280, 301+330+331,
37% 317, 335, 351, 370 302+352, 304+340,
305+351+338
Isoamylalkohol GHS02/07 H226, 332, 335 P210, 304+340
Isopropanol GHS02/07 H225, 319, 336 P210, 233, 305+351+338
Methanol GHS02/06/08 H225, 301, 311,331, P243, 280, 301+310,
370 302+350, 304+340, 307+311
Natriumazid GHS06/09 H300, 410 P273
Natriumhydroxid GHSO05 H314, 290 P280, 301+330+331,

305+351+338



Paraformaldehyd

Phenol

Salzsaure 37 %

SDS

TEMED

Triton X-100
Trizma Base
Trypanblau

Wasserstoffperoxid
30%

B-Mercapto-
ethanol

GHS02/07/08

GHS05/06/08

GHS05/07

GHS02/06

GHS02/05/07

GHS05/07

GHS07

GHS08
GHS03/05/07

GHS05/06/09

H228, 302, 315, 317,
319, 332, 335, 351

H301, 311, 314, 331,
341,373

H314, 335, 290

H228, 302, 311, 315,
319, 335

H225, 302, 314, 332

H302, 318

H315, 319, 335

H350

H: 271, 332, 302, 314

H301, 310, 315, 317,
318, 330, 400, 410
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P202, 280, 302+352,
305+351+338, 308+313, 362

P261, 280, 301+310,
305+351+338, 310

P280, 301+330+331,
305+351+338

P210, 261, 280, 305+351+338

P243, 260, 280,
301+330+331, 303+361+353,
304+340

P280, 305+351+338
P261, 305+351+338
P201, 308+313

P220, 261, 280,
305+351+338, 310

P262, 280, 301+310,
302+350, 305+351+338, 363




Anhang | 168

8.6.2. Liste der GHS-Kodierungen und der zugehorigen Piktogramme

Piktogramm GHS.- Signal- Gefahrstoffklasse
Kodierung wort
GHSO01 Gefahr instabile explosive Stoffe, Gemische und
Erzeugnisse mit Explosivstoff(en),
selbstzersetzliche Stoffe und Gemische,
organische Peroxide
GHS02 Gefahr Entzlindbar, selbsterhitzungsfahig,
selbstzersetzlich, pyrophor, Organische
Peroxide
6' GHSO03 Gefahr Entziindend (oxidierend) wirkend
GHS04 Achtung Gase unter Druck, verdichtete, verflissigte,
@ tiefgekiihlt verfl., geléste Gase
GHSO05 Gefahr/ Auf Metalle korrosiv wirkend, hautatzend,
’ Achtung schwere Augenschadigung
' GHS06 Gefahr Akute Toxizitat
: GHS07 Achtung Zusatzliche Kennzeichnung div. Kategorien
' GHSO08 Gefahr div. Gesundheitsgefahren
GHS09 Achtung/ Gewadssergefdahrdend
@ Gefahr




Anhang | 169

8.6.3. Auflistung der H- und P-Satze

8.6.3.1. H-Sdtze

H200-Reihe: Physikalische Gefahren

H225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.
H226 FlUssigkeit und Dampf entziindbar.

H228 Entziindbarer Feststoff.

H272 Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel.
H290 Kann gegentliber Metallen korrosiv sein.

H300-Reihe: Gesundheitsgefahren

H300 Lebensgefahr bei Verschlucken.

H301 Giftig bei Verschlucken.

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H310 Lebensgefahr bei Hautkontakt.

H311 Giftig bei Hautkontakt.

H312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere
Augenschaden.

H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H330 Lebensgefahr bei Einatmen.

H331 Giftig bei Einatmen.

H332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

H334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder

Atembeschwerden verursachen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.
H340 Kann genetische Defekte verursachen.

H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.
H350 Kann Krebs erzeugen.

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

H361f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.



H370
H371
H372
H373
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Schadigt die Organe.
Kann die Organe schadigen.
Schadigt die Organe bei langerer oder wiederholter Exposition.

Kann die Organe schadigen bei langerer oder wiederholter Exposition.

H400-Reihe: Umweltgefahren

H400
H410

8.6.3.2. P-Satze

P201
P202
P210

P233
P240
P243
P261

P264
P270
P273
P280

P281

P300-Reihe: Reaktion
P310

P314
P321
P330
P362
P363

Sehr giftig fir Wasserorganismen.

Sehr giftig fir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

Von Hitze / Funken / offener Flamme / heiRen Oberflachen fernhalten.
Nicht rauchen.

Behalter dicht verschlossen halten.
Behalter und zu befiillende Anlage erden.
Malnahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.

Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol
vermeiden.

Nach Gebrauch ... griindlich waschen.
Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz
tragen.

Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.

Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.
Besondere Behandlung.

Mund ausspiilen.

Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.

Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.
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Kombinationen der P-Séitze

P301+310 Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P301+312 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt
anrufen.

P301+330+331 Bei Verschlucken: Mund ausspiilen. Kein Erbrechen herbeifiihren.

P302+350 Bei Kontakt mit der Haut: Behutsam mit viel Wasser und Seife
waschen.

P302+352 Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen.

P303+361+353 Bei Kontakt mit der Haut (oder dem Haar): Alle beschmutzten,
getrankten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser
abwaschen/duschen.

P304+340 Bei Einatmen: An die frische Luft bringen und in einer Position

ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

P304+341 Bei Einatmen: Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in
einer Position ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

P305+351+338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
spllen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Maoglichkeit entfernen. Weiter
spllen.

P307+311 Bei Exposition: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P308+313 Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat Einholen / drztliche

Hilfe hinzuziehen.
P332+313 Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

P342+311 Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum oder Arzt
anrufen.
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